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Os complexos bactéria-esponja são actualmente uma área de 
investigação importante tanto do ponto de vista da Biologia Marinha como da 
Química, uma vez que permitiram a identificação de inúmeros produtos 
naturais com potenciais aplicações tecnológicas e farmacêuticas.
Neste trabalho identificou-se uma estirpe de Pseudomonas putida
associada ao complexo marinho Cliona viridis, colhida na reserva natural da 
Berlenga. A estirpe bacteriana designada por NB3L foi isolada e cultivada em 
laboratório, o seu rDNA 16S extraído e sequenciado. A estirpe NB3L apresenta 
fluorescência típica de várias espécies de Pseudomonas. A molécula 
responsável por esta fluorescência foi purificada, tendo sido desenvolvido um 
protocolo de purificação simples, rápido e eficaz, diferente dos descritos para 
compostos desta família.
Tendo por base resultados de espectroscopia vibracional no 
infravermelho, espectrometria de massa e espectroscopia de ressonância 
magnética nuclear, a molécula foi identificada como uma pioverdina. Esta 
família de sideróforos pode também estar envolvida em comunicação 
intercelular. Os resultados obtidos sugerem que se trata duma nova pioverdina 
com algumas propriedades distintas das descritas anteriormente, como sejam 
uma elevada hidrofilicidade, precipitação a pH > 10.5, componentes de 
decaimento de intensidade de fluorescência com tempo de vida mais longo, e 
uma maior fotoestabilidade em solução.
O coeficiente de absorção molar, a posição do espectro de fluorescência 
e o rendimento quântico de fluorescência são dependentes do pH e de iões 
metálicos. Verificou-se uma interacção específica entre esta pioverdina e os 
iões metálicos Fe3+, Al3+ e Cu2+.
Um estudo mais aprofundado da estirpe NB3L e da sua pioverdina, 
incluindo as propriedades de fluorescência e sua função, poderão contribuir 









Sponge-associated bacteria have been an important topic of research in 
the past few years. These studies have contributed to the fundamental 
knowledge of Marine Biology and Chemistry, and allowed the identification of 
inumerous new natural products with potential technology and health related 
applications. 
In the present work, we report on the identification of a bacteria of the 
genus Pseudomonas associated with the sponge Cliona viridis collected on the 
Portuguese coast. The bacterial strain, currently designated NB3, was isolated 
and cultured in laboratory, and the 16S rDNA was extracted and sequenced. 
NB3 produces fluorescence typical of several Pseudomonas species. The 
molecule responsible for the fluorescence was purified, by a new protocol 
easier, faster and more efficient than other methods described for these 
compounds. Taking into account results from vibracional infrared spectroscopy, 
mass spectrometry and nuclear magnetic ressonance spectroscopy methods, 
the molecule was identified as a pyoverdin. This is a family of siderophores that 
may also be involved in intercellular communication.
This molecule has apparently both chemical and photophysical properties 
that are unique among pyoverdins. Some of these features include a very high 
hydrophilicity, precipitation at pH > 10.5, absence of a pronounced 
photobleaching under continuous illumination, and the high photostability in 
solution.
The molar absorption coefficient, position of the fluorescence spectra, the 
quantum yield and fluorescence lifetime are pH and metal ion dependent. A 
specific interaction between this pyoverdin and the metal ions Fe3+, Al3+ and 
Cu2+ was found.
Further studies on the NB3L strain and its pyoverdin, including 
fluorescence properties and function, will hopefully shed light into novel roles of 











1.1. Pioverdinas: Da Origem Biológica à Função
No presente trabalho estudou-se uma bactéria do Género Pseudomonas,
isolada do complexo marinho Cliona Viridis, e uma molécula que algumas 
espécies daquele Género produzem, designadas por pioverdinas (Pv’s), que 
conferem uma fluorescência característica ao meio de crescimento. O estudo 
destas bactérias no meio marinho é reduzido, cingindo-se maioritariamente a 
contaminações e despejos de esgotos para o mar (Selvin et al. 2009; Kefalas et 
al. 2003). A associação destas mesmas espécies a esponjas, apesar de 
documentada (Romanenko et al. 2008; Romanenko et al. 2005b; Romanenko 
et al. 2005a; Dieckmann et al. 2005), também se encontra pouco explorada. 
Finalmente, em relação às Pv’s, a sua produção em meio marinho tem sido 
pouco estudada (Moll et al. 2008; Marinho et al. 2009; Manwar et al. 2004), 
sendo também poucos os estudos detalhados das propriedades fotofísicas 
desta molécula que incluam, por exemplo, tempos de vida ou anisotropia de 
fluorescência (Folschweiller et al. 2002). As Pv’s são sideróforos, isto é, 
moléculas secretadas para captação de ferro. O seu estudo reveste-se de 
importância para campos tão distintos como a Taxonomia Bacteriana, ou como 
a Química Medicinal, como se detalhará adiante.
O Género Pseudomonas foi descrito pela primeira vez em 1984, sendo 
actualmente aceites 128 espécies diferentes de grande diversidade biológica 
neste grupo. As espécies deste Género, da família Pseudomonadaceae,
apresentam uma distribuição praticamente ubíqua no planeta, intervindo em 
vários papéis patogénicos e de simbiose (Peix et al. 2009). Uma das espécies 
mais conhecidas e estudadas deste Género é a P. aeruginosa. É considerada 
uma oportunista de seres vivos, envolvida em infecções como a Fibrose 
Quística (FQ), principalmente nas fases finais da doença, infecções urinárias, 
apendicite, conjuntivite, entre outras. O facto de afectar várias plantações, mas 




Na presente tese é estudada a espécie P. putida e uma das moléculas 
que esta produz. Apesar de menos estudada que a P. aeruginosa, também se 
encontra envolvida em várias doenças humanas, como por exemplo infecções 
urinárias. O grupo de bactérias P. putida divide-se em três biovariantes, 
designadas como A, B e C, sendo considerado um dos grupos mais 
heterogéneos e com uma maior necessidade de subdivisões para uma 
classificação taxonómica apropriada (Meyer et al. 2007). No entanto, a 
classificação dentro do grupo das estirpes de P. putida em particular, e de 
bactérias do Género Pseudomonas no geral, não apresenta ainda critérios bem 
definidos que permitam classificar inequivocamente uma estirpe como parte 
deste Género (Peix et al. 2009). Inicialmente, a classificação fazia-se com base 
em características fenotípicas, nomeadamente a morfologia das células, o que 
não permitia distingui-las de outras bactérias Gram negativas, aumentando 
grandemente o número de espécies descritas como pertencente a este 
Género. Foram acrescentadas características bioquímicas, como a 
necessidade de factores de crescimento para ocorrer a duplicação celular. No 
entanto, apenas com o desenvolvimento da análise de DNA, em particular da 
sequência ribossomal 16S, se tornou possível que muitas das espécies 
anteriormente descritas como pertencentes ao Género Pseudomonas fossem 
reclassificadas, nos anos 80 por Woese (Peix et al. 2009), em grupos 
previamente existentes ou em novos grupos de bactérias. Procura-se hoje em 
dia classificar este Género com base num conjunto de características 
fenotípicas, como a forma da célula e dos flagelos, genotípicas, como estudos 
das sequências 16S, gyrB e rpoD (Yamamoto and Harayama 1998), e 
parâmetros bioquímicos como a constituição em lípidos da membrana, 
catabolismo de glúcidos e outros compostos e resistência a antibióticos, 
procurando-se ainda uma classificação taxonómica universal para um grupo 
tão heterogéneo (Peix et al. 2009). No caso do grupo de P. putida, o estudo de 
relações filogenéticas com base na sequências gyrB, rpoD e rDNA 16S 
permitiu detectar uma necessidade premente da reclassificação de algumas 
estirpes da biovariante B noutras espécies e subespécies, por se apresentarem 
mais próximas filogeneticamente destas que do grupo das P. putida
(Yamamoto and Harayama 1998).
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Um dos possíveis critérios de classificação do género Pseudomonas
iniciais, e ainda actualmente utilizado, baseia-se na produção de compostos 
fluorescentes (Pv’s) por parte de algumas das espécies de Pseudomonas
(Meyer 2000). No entanto, este tipo de classificação revelou-se demasiado 
genérico para um conjunto de espécies tão alargado (Peix et al. 2009), sendo 
actualmente mais usado na classificação de subespécies (siderotyping). Para 
tal são utilizados métodos e técnicas variados, como por exemplo a 
isoelectrofocagem (IEF), determinação de estrutura dos sideróforos e ensaios 
de incorporação de Fe3+ (Fuchs et al. 2001). Usando este critério de 
classificação foi possível dividir a espécie P. aeruginosa em três grupos 
diferentes (Meyer et al. 1997). No entanto, a aplicação deste critério para dividir 
efectivamente outros grupos de bactérias dentro do género Pseudomonas
tornou-se insuficiente, dada a existência de inúmeros sideróforos diferentes 
dentro do mesmo grupo de bactérias.
Um grupo de moléculas particularmente relevante produzidas por 
bactérias do Género Pseudomonas são as já mencionadas Pv’s. Estas são 
sideróforos (do grego “transportador de ferro”), e estão descritas na literatura 
desde 1892 (Gessard, 1892 - citado em (Beiderbeck et al. 1999)). As Pv’s, do 
grego pyo + verdine = pus + verde, apresentam uma coloração verde-
amarelada em solução, e uma emissão de fluorescência característica, sendo o 
seu nome introduzido pela primeira vez em 1941 por Turfeijer, por analogia 
com as piocianinas (Elliot  1958). Até à data eram utilizados termos como 
bacterial fluorescein ou fluorescin, que geravam ambiguidades em relação a 
outros compostos fluorescentes cujos nomes eram idênticos e não descreviam 
correctamente a molécula (Elliot  1958). Ainda é utilizado actualmente o termo 
pseudobactina (Chen et al. 1994), embora venha caindo gradualmente em 
desuso. São conhecidas actualmente mais de 60 Pv’s, todas produzidas por 
espécies bacterianas do Género Pseudomonas (para descrição de espécies 
produtoras e da estrutura de algumas Pv’s, ver Tabela 6 em Anexo).
Existem sideróforos fluorescentes produzidos por outras espécies de 
bactérias, como é o caso das azotobactinas, sintetizadas por Azotobacter spp., 
que são muitas vezes descritas como pertencentes ao grupo das Pv’s por 
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apresentarem características semelhantes (Palanche et al. 2004; Wichard et al.
2009).
Desde a publicação da primeira estrutura de uma Pv, em 1981 por Teinze 
e colaboradores (citado em (Beiderbeck et al. 1999)), seguiu-se a determinação 
da estrutura de muitas outras (Sultana et al. 2000; Jacques et al. 1995; Meyer 
et al. 1998). Actualmente, considera-se que todas as Pv’s são constituídas por 
três componentes essenciais (Figura 1):
 Um cromóforo (Chr) fluorescente, uma di-hidroxiquinolina que é 
conservada em todas as Pv’s até agora documentadas (Figura 3);
 Uma cadeia lateral variável, ligada ao grupo amina do Chr (Figura 2);
 Uma cadeia peptídica variável, de 6 a 12 resíduos de aminoácidos, ligada 
a um grupo carboxilo do Chr pelo grupo amida de C1 ou, em casos raros, 
C3.
Figura 1– Exemplo de Pv’s produzidas por P. aeruginosa. Abreviaturas: aThr - allo-treonina; 
cDab - anel de tetra-hidropirimidina gerado por condensação do Dab com o aminoácido 
anterior; Chr - Cromóforo; cOHOrn - hidroxiornitina-N5-cíclica; Dab - 2,4-diaminobutirato; 
FoOHOrn - N5-formil-hidroxiornitina. Adaptado de (Visca et al. 2007).
A classificação destes sideróforos tem sofrido várias alterações, ao serem 
identificadas novas cadeias laterais (Figura 2) e aminoácidos. Existem outros 
Chr’s que apresentam uma estrutura ligeiramente diferente das Pv’s, como é o 
caso da ferribactina (Figura 3, estrutura 1 e 4, respectivamente) que podem ser 
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produzidos pela mesma espécie do Género Pseudomonas, ou por espécies 
diferentes. Na determinação da estrutura destes sideróforos têm sido utilizadas 
diversas técnicas, tais como espectrometria de massa (MS), acoplada a 
cromatografia líquida (LC-MS), separação múltipla por massa (MS-MS), 
espectrometria de massa com ionização por electrospray (ESI-MS), entre 
outras (Budzikiewicz et al. 2007; Kilz et al. 1999; Schafer et al. 2006).
Figura 2 – Possíveis cadeias laterais associadas ao Chr das Pv’s. Suca – 4-oxopentamida; 
Mala – 2-hidroxi-4-pentamida; Kgl – ácido 2,5-dioxohexanóico; Suc – ácido 4-
oxopentanóico; Mal – ácido 2-hidroxi-4-oxopentanóico; Glu – ácido 2-amino-5-
oxohexanóico. Adaptado de (Fuchs et al. 2001).
Figura 3 –Chr’s produzidos juntamente com as Pv’s (1,2,3,4,6) ou semelhantes a esta (5).
1- pioverdinas; 2 – 5,6-dihidropioverdinas; 3- 5,6-dihidropioverdina-7-ácido sulfónico; 4 –
ferribactinas; 5 – azotobactinas; 6 – succinopioverdinas. Adaptado de (Fuchs et al. 2001).
As técnicas de isolamento das Pv’s não sofreram grandes alterações 
desde a primeira purificação, seguindo-se genericamente o protocolo 
estabelecido em 1978 (Meyer and Abdallah 1978). O protocolo consiste na 
separação do sobrenadante e da biomassa a partir da cultura das células, 
adição de FeCl3 ao sobrenadante, saturação com NaCl, extracção com 
CHCl3/fenol. Decanta-se a fase aquosa, e a fase orgânica é tratada com éter
dietílico e água. A nova fase aquosa é extraída três vezes com éter dietílico 
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para remover completamente o fenol e posteriormente evaporada a pressão 
reduzida. Esta solução é aplicada numa coluna de filtração gel, eluída com uma 
solução tampão de piridina/ácido acético a 0.1 M, pH 6.5, sendo posteriormente 
liofilizada a fracção de interesse. Neste procedimento, os autores encontraram 
dificuldades na solubilização da molécula noutros solventes que não a água, 
sem a aplicação prévia de FeCl3 ao meio de cultura centrifugado, tendo-se por 
isso mantido este método de purificação ao longo dos anos. Outros problemas 
encontrados foram a estabilidade reduzida das Pv’s em solução, e a sua 
degradação por exposição prolongada à luz e ao ar (Elliot  1958).
Surgiu, em 1995, um novo método cujo passo principal é uma 
cromatografia de afinidade para o ião Cu2+. O grau de pureza e a eficiência 
sofreram melhorias consideráveis, passando este método a ser adoptado por 
outros autores (Xiao and Kisaalita 1995).
Como já foi referido, estas pequenas moléculas orgânicas funcionam 
como sideróforos, complexando o Fe3+ do meio e transportando o mesmo para 
o interior das bactérias. A coordenação do ião Fe3+ com a Pv foi já estudada, 
formando-se um complexo octaédrico (Eldin et al. 1997), e tendo sido 
determinadas constantes de associação deste ião a diferentes Pv’s, a vários 
valores de pH (Boukhalfa et al. 2006). Estudos efectuados com o ião Fe2+
demonstraram que as Pv’s têm a capacidade de se ligar e oxidar este ião, 
ocorrendo a ligação mais rapidamente a Fe2+ que ao Fe3+. Verificou-se que a 
formação do complexo Fe2+ – Pv é independente do pH, ao contrário do que 
acontece com a formação do complexo Fe3+ – Pv (Xiao and Kisaalita 1998).
As Pv’s são caracterizadas por um espectro electrónico de absorção, com 
uma banda de absorção centrada nos 400 nm, podendo apresentar outras 
bandas de absorção  a comprimentos de onda inferiores, entre 200 e 400 nm. 
Os máximos dos espectros de  absorção, de excitação e de emissão de 
fluorescência são dependentes do pH, pois quando o pH diminui, os espectros 
deslocam-se para o azul, e dá-se uma diminuição da intensidade de 
fluorescência (Elliot  1958). A incubação da Pv com vários iões, e medição 
tanto da absorvência como da intensidade de fluorescência, demonstra a 
formação de complexos com outros iões para além do Fe3+ e Fe2+ (Xiao and 
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Kisaalita 1998), como o Ga3+ (Atkinson et al. 1998), Al3+ (del Olmo et al. 2003), 
Cm3+ (Moll et al. 2008), Cd2+, VO2
+ (Baysse et al. 2000), entre outros (Yoder 
and Kisaalita 2006). A formação do complexo Pv-ião poderá depender dos 
aminoácidos nela envolvidos. Até hoje, pelo que foi possível apurar, só um 
estudo abordou de forma mais detalhada as propriedades fluorimétricas das 
Pv’s, utilizando o conhecimento obtido sobre as propriedades em estado 
estacionário e em estado transiente para clarificar o mecanismo de 
internalização das Pv’s na célula, e o estado, complexado ou não, no momento 
de internalização (Folschweiller et al. 2002).
A internalização das Pv’s (Figura 4) é promovida maioritariamente por um 
transportador específico, FpvA (Ferric pioverdine A), existindo também uma 
contribuição menor do transportador FpvB (Ferric pioverdine B), encontrando-
se ambos na membrana externa. O transportador FpvA está constantemente 
ligado à forma apo (descomplexada) da Pv (Schalk et al. 2004). No entanto, na 
presença da forma complexada com Fe3+, existe uma deslocação da forma 
apo, promovendo-se a ligação da forma complexada (Clement et al. 2004). 
Ambas as formas se ligam ao mesmo local do receptor, ou a locais muito 
próximos. As constantes de ligação ao centro activo diferem, em P. aeruginosa
PAO1, cerca de uma ordem de grandeza entre a forma apo (kd 7 nM) e a forma 
complexada (kd 0.5 nM) (Meyer et al. 2002). No entanto, apenas a forma 
complexada com o ião é transportada para o espaço periplasmático, o que 
parece estar dependente da proteina TonB1 (Shirley and Lamont 2009). Esta 
proteína permite a passagem do complexo Pv-ião, utilizando o gradiente 
protónico através da membrana externa; a dissociação do complexo Pv-metal 
parece ocorrer no espaço periplasmático (Schons et al. 2005). O mecanismo 
de transporte do ião através da membrana plasmática (membrana interna) é 
desconhecido até à data, pensando-se que o ião possa ser reduzido e 
complexado por outra molécula ou proteína que o transporte através de um 
transportador ABC (ATP-Binding Cassete) (Greenwald et al. 2007). A Pv é 
reciclada de novo para o meio exterior por intermédio de outro transportador 
ABC designado por PcdRT-OpmQ (Imperi et al. 2009). Uma descrição 




Figura 4 – Representação esquemática do sistema de internalização e externalização das 
Pv’s. OM – Membrana externa; IM – Membrana interna; FpvA - Transportador férrico A da Pv; 
ABC Importer – Transportador ABC; PBP – proteína de ligação periplasmática (Periplasmatic 
Binding Protein); OpmQ-PvdR-PvdT – Transportador ABC designado geralmente por PcdRT-
OpmQ. A amarelo estão os passos confirmados experimentalmente e a cizento os passos 
hipotéticos. Adaptado de (Imperi et al. 2009).
As Pv’s são sintetizadas por uma via não-ribossomal condicionada por 
diversos factores, nomeadamente os nutrientes disponíveis no meio, o nível de 
arejamento da solução ou a concentração de Fe3+ disponível no meio (Meyer 
and Abdallah 1978). A produção de Pv em função da disponibilidade de ferro 
apresenta um comportamento bifásico, pois quer a ausência do ião Fe3+ quer o 
excesso deste levam as bactérias a cessar a produção de Pv (Meyer and 
Abdallah 1978; Meyer and Hornsperger 1978). Foi também observado que a 
alteração de alguns aminoácidos no meio de cultura pode provocar mudanças 
não só na quantidade de Pv produzida como na sua cadeia lateral e peptídica, 
logo alterações no meio de cultura podem modificar a Pv produzida por uma 
determinada estirpe de bactérias do Género Pseudomonas (Albesa et al.
1985). A produção de diferentes sideróforos é actualmente aceite como um 
mecanismo de sobrevivência das diferentes estirpes de Pseudomonas, uma 
vez que as Pv’s complexadas com Fe3+ de uma determinada estirpe não são, 
geralmente, internalizadas por outra. Existem, no entanto, casos de estirpes de 
bactérias dentro do género Pseudomonas que aceitam o transporte de Fe3+ por 
Pv’s produzidas por outras espécies (Barelmann et al. 2002; Meyer 2000).
A cadeia peptídica é sintetizada por sintetases peptídicos específicos 
(Ackerley and Lamont 2004). A via de biossíntese do Chr não se encontra 




cascata oxidativa catalisada por vários enzimas (Dorrestein et al. 2003). Esta 
proposta contempla a existência de vários dos precursores da Pv que já foram 
de facto encontrados em extractos celulares de Pseudomonas, como a 
ferribactina e a 2-hidroxiquinolina (Figura 3) (Budzikiewicz et al. 1998; Jacques 
et al. 2003). Recentemente, descobriu-se que a síntese de Pv’s envolve uma 
maturação periplasmática promovida por vários enzimas presentes no espaço 
periplasmático (Yeterian et al. 2010).
1.2. Pseudomonas e Pioverdinas no Meio Marinho, no Quorum 
Sensing e Possíveis Aplicações Biotecnológicas
O meio marinho é rico em seres vivos, sendo dos meios onde são 
actualmente descobertas muitas espécies de bactérias e de outros seres vivos 
até então desconhecidos. Actualmente, um dos grandes focos de investigação 
é o isolamento destas espécies e a procura de compostos produzidos por estas 
que possuam aplicação biotecnológica.
A existência de bactérias associadas a organismos marinhos como a 
estrelas-do-mar ou esponjas é ubíqua, sendo recentemente descobertas 
espécies do Género Pseudomonas, como por exemplo: P. xanthomarina, 
isolada a partir duma ascídia (Romanenko et al. 2005b); P. marincola, duma 
estrela-do-mar (Romanenko et al. 2008); e P. pachastrellae, da esponja 
Pachastrella sp. (Romanenko et al. 2005a). No entanto, a presença de 
bactérias do Género Pseudomonas associadas a esponjas é considerado um 
indicador de um elevado nível de poluição (Selvin et al. 2009; Kefalas et al.
2003), não existindo até hoje estudos que demonstrem uma relação de 
simbiose entre bactérias do Género Pseudomonas e esponjas. Não obstante, o 
isolamento de P. putida e P. aeruginosa de ambientes marinhos tem levado à 
descoberta de compostos com possíveis acções contra bactérias resistentes a 
antibióticos (Marinho et al. 2009) e ao uso dos seus sideróforos contra acções 
fitopatogénicas de fungos (Manwar et al. 2004).
A principal função das Pv’s, como descrito anteriormente, é a captação e
internalização de ferro nas bactérias que vivam em concentrações limitantes 
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deste ião metálico. No entanto, têm sido descritas outras funções para as quais 
a presença deste sideróforo é essencial. A Pv produzida pela estirpe P. 
fluorescens ATCC 13525, quando incubada com leucócitos humanos e sujeita 
a radiação ultra-violeta (UV), induz a produção de espécies reactivas de 
oxigénio em concentrações superiores às normais, exercendo uma acção 
tóxica nestas células do sistema imunitário humano. (Becerra et al. 2001). 
Noutro estudo com a espécie P. aeruginosa verificou-se que, impedindo a 
produção de Pv por parte destas bactérias, a sua sobrevivência em soro 
humano era fortemente reduzida. A presença da apo-transferrina (apo-Tsf),
juntamente com bactérias incapazes de produzir sideróforos, diminuía 
grandemente a proliferação de P. aeruginosa. Estes resultados parecem indicar 
um papel essencial deste sideróforo em várias doenças nas quais as bactérias 
do Género Pseudomonas estão envolvidas, como a pneumonia ou a FQ 
(Meyer et al. 1996).
Alguns dos mecanismos de Quorum Sensing em P. aeruginosa são 
conhecidos, sendo de realçar que o papel da 2-heptil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona 
(PQS) e do seu precursor 2-heptil-4-quinolona (HHQ), não só na produção de 
Pv como dos transportadores associados a esta. A supressão da produção de 
PQS impede a produção de Pv e a incorporação da mesma no espaço 
periplasmático (Diggle et al. 2007).
A presença de Pv é essencial para a formação de biofilmes de P. 
aeruginosa PAO1 em placas de TiO2, Fe2O3, CrOOH e AlOOH (Upritchard et 
al. 2007). A formação de biofilmes altamente resistentes a antibióticos e 
respostas imunes do hospedeiro está intimamente ligada à subsistência das 
bactérias durante doenças infecciosas como a pneumonia. Estudos recentes 
demonstraram que a deficiência na produção de Pv compromete a formação de 
biofilmes por P. aeruginosa em matrizes orgânicas, e aumenta a mobilidade 
das bactérias através de mecanismos de Quorum Sensing (Patriquin et al.
2008). O estudo da capacidade de infecção por Quorum Sensing é um dos 
campos em maior desenvolvimento, procurando-se métodos para controlar 
estes mecanismos, de modo a reduzir as infecções e doenças provocadas por 
P. aeruginosa (Adonizio et al. 2008). Todos estes estudos parecem demonstrar 
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um papel relevante das Pv’s nos processos de comunicação celular, indicando 
a existência de funções que vão além do papel de sideróforo.
Dadas as propriedades de absorção e de emissão únicas das Pv’s no que 
diz respeito à sua sensibilidade ao pH e à presença de alguns iões, várias 
aplicações tecnológicas têm sido propostas e testadas para este sideróforo. 
Uma dessas propostas baseia-se no uso de Pv’s para determinação da 
concentração total de ferro inorgânico presente em solução, ligando 
covalentemente a Pv a uma matriz e passando a amostra pelo detector (Pulido-
Tofino et al. 2000). No entanto, existem vários entraves à utilização destas 
moléculas como sensores, já que vários parâmetros influenciam a emissão de 
fluorescência. Outra das aplicações procuradas é o uso desta molécula 
fluorescente encapsulada em resinas porosas, permanecendo o complexo Pv-
metal no interior da resina, para remover iões de soluções aquosas 
(Mureseanu et al. 2003).
1.3. Contextualização e Objectivos do Trabalho
A Pv estudada no presente trabalho foi extraída de uma bactéria 
associada ao complexo C. viridis (Figura 5). Este é constituído por várias 
espécies de esponjas bioerosivas, muito difíceis de identificar e quase 
impossíveis de separar, com uma composição variável e aparentemente 
dependente da localização geográfica da amostra, apresentando uma simbiose 
com dinoflagelados, para além da presença de  inúmeras bactérias e fungos 
(Schönberg and Loh 2005). O local de recolha da amostra foi a Reserva 
Natural da Berlenga, nas Furnas Lagosteiras, a uma profundidade de 4 – 5 m, 
em Setembro de 2007. O processo de isolamento tanto do complexo como das 
bactérias estudadas encontra-se descrito em (Alves da Mata 2008). Das 
espécies presentes no complexo isolou-se uma, designada como NB3, que 
produzia um composto fluorescente.
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Figura 5 – Complexo C. viridis. O complexo foi fotografado na Reserva Natural da Berlenga, 
nas Furnas Lagosteiras a 4-5 metros de profundidade, em Setembro de 2007, local onde foi 
recolhido.Foto de Joana Xavier.
Posteriormente, descobriu-se que a espécie designada por NB3 era na 
realidade constituída por duas espécies bacterianas distintas, tendo sido 
efectuado o isolamento de ambas através de plaqueamento. A estirpe 
produtora da molécula fluorescente passou a ser designada por NB3L (L 
devido ao aspecto leitoso da mesma) e e a outra estirpe foi designada por 
NB3G (G de granulosa) (Bondoso and Lage, resultados não publicados).
Figura 6 – Estirpes NB3G (à esquerda) e NB3L (à direita) em meio de cultura líquido NB. 
Exposição à radiação UV(λ = 280 nm) demonstra a produção de Pv por parte da estirpe 
NB3L.
A descoberta da produção de um composto fluorescente pela estirpe 
bacteriana NB3L (Figura 6) levou a um interesse na determinação da origem da 
fluorescência. Uma vez que esta era observada no meio de cultura, as células 
foram removidas por centrifugação, e o sobrenadante utilizado para 
experiências subsequentes. (Reis, resultados não publicados).
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Em ensaios preliminares verificou-se a precipitação da Pvpp NB3L com o 
aumento do pH pela adição de NaOH. Tentou-se a extracção da molécula do 
meio de cultura com éter dietílico, diclorometano, butanol e mistura de 
diclorometano/metanol (3:2), mas o composto permanecia sempre na fase 
aquosa. Efectuaram-se ensaios para a detecção de proteínas (Método de 
Lowry), glúcidos e lípidos, sendo os resultados todos negativos. Estudou-se o 
comportamento da emissão de fluorescência a diferentes valores de pH, 
utilizando várias soluções tampão, onde se verificou uma diminuição da 


































durante 15 min e
decantado
Figura 7 – Esquema de isolamento da Pvpp NB3L utilizado por (Marques 2009).
Na continuação do trabalho, foi elaborado um protocolo de purificação da 
substância fluorescente (Figura 7), onde a utilização de tampão KH2PO4 0.05 M 
pH 7.0 era tida como essencial para a precipitação de possíveis contaminantes, 
e redissolução da molécula fluorescente após a sua precipitação com NaOH.
Estudou-se a intensidade de fluorescência em vários tampões, 
verificando-se uma maior intensidade de emissão de fluorescência da molécula 
na solução tampão KH2PO4, e ligeiras diferenças nos comprimentos de onda 
de emissão e de excitação máximos nos diferentes tampões. Efectuaram-se 
titulações espectrofluorimétricas da molécula fluorescente numa solução 
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tampão de KH2PO4 0.05 M, pH 7.0, onde se verificou novamente alterações na 
emissão de fluorescência com o pH, atribuídas à existência de diferentes 
estados de protonação de uma mesma espécie molecular. Verificou-se que, 
para valores de pH inferiores a 3, um novo aumento de pH não permitia a 
amostra retomar a intensidade de fluorescência inicial, o que foi interpretado 
como uma alteração mais profunda ou irreversível na molécula fluorescente. 
No entanto, os valores de anisotropia de fluorescência em estado estacionário 
a diferentes valores de pH, nos tampões descritos anteriormente, não 
apresentaram diferenças significativas, o que parece indicar não existir 
interacção da molécula com os tampões, ou que a interacção será idêntica em 
todos os tampões testados. Foi também realizado um ensaio de 
fotobranqueamento da molécula, onde se irradiou a solução continuamente e 
se observou a emissão de fluorescência desta, que permitiu concluir que a 
molécula tem uma fotoestabilidade elevada (Marques 2009) em comparação 
com o descrito anteriormente na literatura (Elliot  1958) (ver em Pioverdinas: Da 



















Figura 8 – Fotobranqueamento da Pvpp NB3L isolada pelo método descrito na Figura 7.
Ensaio efectuado em solução tampão de KH2PO4 0.05 M pH 7.0. Fendas de emissão e de 
excitação de 5 nm e uma resolução temporal de 1 s, com λexc = 409 nm e λem = 490 nm.
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Face aos resultados acima descritos, surgiram as seguintes questões: (i) 
que bactéria associada ao complexo C. viridis é responsável pela emissão de 
fluorescência(ii) de que molécula se trata; (iii) qual a sua estrutura (iv) será que 
as suas propriedades espectroscópicas, nomeadamente as alterações 
observadas nos espectros de absorção e fluorescência com o pH, e o 
comportamento face à presença de Ca2+ ou outros iões, podiam ser utilizadas 
como sensor de iões ou de pH.
Relativamente ao primeiro ponto, as hipóteses eram imensas, visto 
existirem várias espécies de bactérias, de diferentes Géneros, descritas como 
associadas a esponjas e outros organismos marinhos (Dieckmann et al. 2005), 
e como tal investiu-se numa identificação da espécie por sequenciação do 
rDNA 16S. Colocaram-se várias hipóteses para a estrutura da molécula 
procurando-se entre macrólidos (Rashid et al. 2001; Cutignano et al. 2001), 
cumarinas e piperazinas (Saleh et al. 2008), sulfonamidas (Chen and Chen 
2004) e quinolinas (Teichert et al. 2008; Shiraishi et al. 2007), entre outros. 
Para esclarecer esta dúvida decidiu-se efectuar vários estudos para 
determinação da estrutura molecular, como sejam espectroscopia de 
ressonância magnética nuclear (NMR), MS, análise elementar e possivelmente 
sequenciação de aminoácidos. Para responder à última questão, foi planeado 
estudar mais detalhadamente as propriedades fotoquímicas da molécula em 
estudo, com espectroscopia electrónica de absorção e de fluorescência, em 
diversas condições de pH e exposição a diferentes metais. São estas as 
questões e hipóteses que estão na base da presente dissertação.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Reagentes
Para os meios de cultura foi utilizada bactopeptona e agar obtidos da 
Difco (Detroit, MI, EUA) e extracto de levedura da Becton Dickinson (Franklin 
Lakes, NJ, EUA), sais do Mar Vermelho e água previamente esterilizada e 
filtrada (filtro com poros de diâmetro 0.22 µm). Para os ensaios realizados na 
Faculdade de Ciências da Universidade do Porto (FCUP) foi utilizada água do 
Oceano Atlântico, previamente esterilizada e filtrada (poro de 0.22 µm de 
diâmetro).
Nos ensaios de solubilidade da Pvpp NB3L foram utilizados os seguintes 
solventes: etanol, 1-propanol, acetato de etilo, éter dietílico, diclorometano, 
ácido clorídrico 37%, glicerol 87%, acetona e ácido sulfúrico 95% provenientes 
da Merck (Whitehouse Station, NJ, EUA), tal como o hidróxido de sódio sólido; 
o 2-propanol, ciclo-hexano, n-hexano e N,N-dimetilformamida (DMF) da Riedel-
de Haën (AG, Selze, Alemanha); o metanol, ácido acético glacial, 2-etoxietanol 
e 2-metoxietanol da Panreac Química SA (Barcelona, Espanha); o 1-butanol e 
o propilenoglicol propil éter da Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA) e o 
clorofórmio da Pronalab (Lisboa, Portugal). Em todos os ensaios foi utilizada 
água do tipo II (bidestilada; >18 MΩ) obtida através de um sistema de gradiente 
Milli-Q da Millipore. Os reagentes cujo grau de pureza não é referido são de 
grau analítico.
Para os ensaios de ligação dos catiões foram utilizados os seguintes 
compostos iónicos em estado sólido, posteriormente dissolvidos no tampão 
apropriado: NaCl, ZnCl2 e MnCl2.2H2O, provenientes da Merck (Whitehouse 
Station, NJ, EUA); EDTA, CaCl2 de grau técnico, NiCl2.6H2O de grau técnico e 
MgCl2 da Riedel-de Haën (AG, Selze, Alemanha); BaCl2.2H2O e CoCl2.6H2O de 
grau técnico da BHD Chemicals Ltd. (Pole, Reino Unido); FeCl3.6H2O da 
Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA); AlCl3 de grau técnico da May & Baker Ltd. 
(Dagenham, Reino Unido) e CuCl2.2H2O de grau técnico da Hopkin & Williams 
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Ltd. (St. Cross st., Londres, Reino Unido). Os reagentes cujo grau de pureza 
não é referido são de grau analítico.
Para a determinação da estrutura da molécula foi utilizado ácido clorídrico 
deuterado(DCl) e água deuterada(D2O) da Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA) 
na dissolução da amostra para a espectroscopia de NMR, utilizando-se 
metanol proveniente da Panreac Química SA (Barcelona, Espanha) e ácido 
fórmico da Fluka Chemicals (Milwaukee, WI, EUA) para  a espectrometria de 
massa.
2.2. Tampões Utilizados
No decorrer dos ensaios utilizaram-se várias soluções tampão, cuja 
molaridade e pH variaram consoante o objectivo de cada experiência. O di-
hidrogenofosfato de potássio foi obtido da Riedel-de Haën (AG, Selze, 
Alemanha), o acetato de sódio tri-hidratado da Panreac Química SA 
(Barcelona, Espanha).
2.3. Culturas e Condições de Crescimento
As bactérias foram cultivadas em placas de Petri, em meio sólido NB, 
constituído por 5 g/L de bactopeptona, 1 g/L de extracto de levedura, água do 
mar e 15 g/L de agar, e posteriormente guardadas a 4 ºC. O crescimento de 
bactérias foi efectuado em meio líquido NB. As pré-culturas consistiram na 
inoculação das bactérias em meio líquido NB, em agitação orbital a 150 ou 300 
rotações por minuto (r.p.m.), a 26 ou a 30 ºC respectivamente, no dia anterior 
ao do ensaio. No dia do ensaio foi medida a absorvência a 600 nm, devida à 
dispersão de luz das suspensões celulares (turbidimetria), e inoculou-se o 
volume necessário de pré-cultura em volumes de 40 mL de meio líquido NB 
para obter a absorvência a 600 nm desejada.
O crescimento celular foi medido a cada 60 min até ser atingida a fase 
estacionária, através da absorvência a 600 nm num espectrofotómetro Thermo 
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Spectronic Genesys 10UV Scanning da Thermo Electron Corporation (Runcord, 
Reino Unido) para os crescimentos a 150 r.p.m. e 26 ºC, efectuados na FCUP, 
e num espectrofotómetro Jasco V560 da Jasco Inc. (Easton, MD, EUA) para os 
crescimentos a 300 r.p.m. e 30 ºC efectuados na Faculdade de Ciências da 
Universidade de Lisboa (FCUL). Na FCUP foram utilizadas células de plástico 
enquanto que na FCUL foram usadas células de quartzo.










onde n corresponde ao número de células; nf ao número de células final, 
ni ao número de células inicial da fase exponencial, g corresponde ao tempo de 
duplicação e t ao tempo do crescimento exponencial.
2.4. Análise do rRNA 16S da estirpe NB3L
O rDNA total da estirpe NB3L foi extraído de culturas em meio NB sólido 
após 1 dia de crescimento utilizando o E.Z.N.A.® Bacterial DNA Isolation Kit, 
seguindo as instruções do fornecedor.
O rDNA 16S desta estirpe foi amplificado a partir do DNA genómico com 
os primers universais 27F e 1492R (Lane 1991). A mistura aplicada no 
aparelho de PCR (Polymerase Chain Reaction) consistia em tampão de PCR 
(1x), 1.5 mM MgCl2, 1 unidade de GoTaq® Flexi DNA Polymerase, 200 µM de 
cada nucleótido, 200 µM de cada primer e 200 ng de DNA genómico num 
volume final de 50 µL. O perfil térmico do processo de PCR consistiu num 
passo inicial de desnaturação de 5 min a 95 ºC, 30 ciclos de 1 min a 94 ºC, 1 
min a 52 ºC, 90 s a 72 ºC, e um passo final de extensão de 5 min a 72 ºC. Os 
produtos de PCR obtidos foram purificados utilizando GFXTM PCR DNA and 
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Gel Band Purification Kit e sequenciados na Macrogen Inc. (Seoul, Coreia) com 
os mesmos primers.
As sequências do rRNA 16S, obtidas tal como descrito anteriormente, 
foram conjugadas com o software Vector NTI AdvanceTM 10.3, comparadas 
com sequências conhecidas do GenBank utilizando a ferramenta Blastn
(Altschul et al. 1990) e alinhados utilizando o software ClustalW (Thompson et 
al. 1994).
2.5. Purificação da Pioverdinapp NB3L
Após 72 h de crescimento da estirpe NB3L, o meio NB foi centrifugado a 
10 000 r.p.m. durante 30 min a 16 ºC, numa centrífuga Beckmann J2-21 ou 
Beckmann J2-21M/E com um rotor JA-14, isolando-se o sobrenadante e 
reservando-o a 4 ºC para purificação posterior.
O primeiro passo da purificação de Pvpp NB3L consistiu na adição de uma 
solução de NaOH 1M ao meio NB centrifugado, na proporção de 3:1 (v/v). 
Centrifugou-se a amostra nas centrífugas descritas anteriormente ou numa 
centrífuga Heraeus Biofuge Primo R, com um rotor Heraeus #7588 para 
volumes inferiores a 50 mL, a 5 000 r.p.m., durante 15 min a 16 ºC, 
decantando-se o sobrenadante. Efectuaram-se duas lavagens com água, com 
volume 4 vezes superior ao volume inicial de meio NB, agitando-se e 
centrifugando-se novamente nas condições referidas anteriormente, e 
decantando-se novamente o sobrenadante. A partir deste passo foram 
seguidos dois processos alternativos. Num deles, efectuou-se a redissolução 
do precipitado em solução tampão KH2PO4 0.05 M pH 7.0, centrifugação nas 
condições anteriores, e separação do sobrenadante para estudo, passando 
este protocolo de purificação a designar-se como Método 1. O segundo método 
de purificação consistiu na lavagem com acetona, em volume igual ao de meio 
inicial, e nova centrifugação nas condições anteriores, procedendo-se à 
evaporação do solvente em estufa, a temperatura inferior a 50 ºC, passando a 
designar-se este protocolo de purificação como Método 2.
Materiais e Métodos
20
2.6. Ensaios de Solubilidade da Pioverdinapp NB3L
Os ensaios de solubilidade foram efectuados com Pvpp NB3L purificada 
pelos dois Métodos, colocando-se pequenas quantidades em vários tubos de 
ensaio. Seguidamente adicionou-se o solvente desejado, e as amostras 
agitadas e colocadas em banho de ultra-sons. A temperatura foi depois 
aumentada até valores ligeiramente inferiores à temperatura de vaporização de 
cada solvente, com o intuito de promover a solubilização da Pvpp NB3L.
2.7. Espectroscopia Vibracional no Infravermelho com 
Transformada de Fourier por Reflectância Difusa
As experiências de espectroscopia vibracional no infravermelho com 
Transformada de Fourier (FT-IR) foram realizadas num espectrofotómetro 
Nicolet 6700 FT-IR da Thermo Electron Corporation (Runcord, Reino Unido) 
por reflectância difusa com um acessório Nexus Diffuse Reflectance da Thermo 
Electron Corporation, utilizando o software Omnic 8.1.10 da Thermo Fisher 
Scientific Inc. (Runcord, Reino Unido) para recolha de dados. As amostras 
testadas foram purificadas pelo Método 2, misturando-se parte do pó com KBr 
da Panreac Química SA (Barcelona, Espanha), utilizando-se almofariz e pilão. 
Tanto as amostras como o branco foram colocados em estufa a 75 ºC, durante 
um mínimo de 30 min, para eliminar a água presente nos pós. Os espectros 
foram traçados utilizando como branco o KBr sem qualquer mistura, com 128 
varrimentos para este, e 256 varrimentos para as amostras, com 1868 pontos 
entre 400 e 4000 cm-1.
2.8. Espectrometria de Massa com Ionização por Electrospray
As experiências de espectrometria de massa com ionização por 
electrospray (ESI-MS) foram realizadas num espectrómetro de massa LCQ 
Duo Ion Trap de Thermo Finnigan (San Jose, CA, EUA). As amostras 
purificadas pelo Método 2 foram dissolvidas numa gota de ácido fórmico e em 
metanol, e introduzidas no espectrómetro utilizando uma seringa (fluxo de 5 
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mL/min), no capilar de metal do espectrómetro. Os espectros de massa foram 
obtidos utilizando o modo de iões positivos, nas gamas de 0 – 2000 m/z, sendo 
a voltagem de spray aplicada de 4.5 kV, a voltagem capilar de 10 V e a 
temperatura capilar de 220 ºC, utilizando N2 tanto como fonte de nebulizador 
como de gás seco. As experiências de MS-MS foram efectuadas com He da 
Praxair (Danbury, CT, EUA), a vários valores de amplitude de excitação de 
ressonância, requerendo valores de voltagem de spray na gama de 0.75 – 1.75 
de voltagem pico-a-pico (Vpp). A energia de colisão foi aumentada 
gradualmente até ser observado nos espectros o precursor e os iões-produto, 
na gama de 0 – 500 m/z e de 0 – 800 m/z.
2.9. Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear
Os espectros de NMR de 1H em estado líquido foram realizados na FCUL 
num espectrómetro Bruker Avance 400 da Bruker Optik GmbH (Ettlingen, 
Alemanha). As amostras foram dissolvidas em D2O acidificada com DCl para 
aumentar a solubilidade da amostra, sendo feitas 512 acumulações.
2.10. Espectroscopia Electrónica de Absorção
Os ensaios de espectroscopia electrónica de absorção (UV-Vis) foram 
realizados num espectrofotómetro de feixe duplo Jasco V-560 da Jasco Inc. 
(Easton, MD, EUA), com uma largura de fenda para todos os ensaios de 2 nm
e uma velocidade de varrimento de 200 nm/min. Todos os ensaios, 
exceptuando os devidamente referidos, foram efectuados à temperatura 
ambiente e em células de quartzo de 1 cm por 1 cm, subtraindo-se sempre os 
brancos adequados.
2.11. Espectroscopia de Fluorescência em Estado Estacionário
Os ensaios de fluorescência em estado estacionário foram realizados num 
espectrofluorímetro Horiba Jobin Yvon FL3-22 da Horiba Scientific Ltd. (Irvine, 
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California, EUA) com monocromadores duplos de excitação e de emissão, em 
geometria de ângulo recto, com o uso de polarizadores Glan-Thompson para 
as medidas de anisotropia em estado estacionário. A fonte de radiação foi uma 
lâmpada de Arco de Xe de 450W e a referência um fotodíodo, utilizando-se o 
sistema de agitação magnético, incorporado no espectrofluorímetro, e o 
controlo de temperatura do porta-células, através de um banho de circulação 
de água B.Braun Thermomix da B.Braun (Melsungen, Germany), quando 
necessário.
Os espectros de emissão e de excitação foram obtidos com fendas de 
excitação e de emissão de 5 nm, sem o uso dos polarizadores, confirmando-se 
sempre uma intensidade da emissão inferior a 2x106 contagens/s (limite de 
linearidade do detector), e uma absorvência inferior a 0.1 para evitar efeitos de 
filtro interno (Valeur 2002). Foram utilizados os seguintes comprimentos de 
onda para obtenção dos espectros, excepto quando referidos outros, para as 
formas activa e inactiva: λexc (activa) = 409 nm; λem (activa) = 490 nm; λexc
(inactiva) = 365 nm; λem (inactiva) = 435 nm, subtraindo-se sempre os brancos 
respectivos. Todos os ensaios, exceptuando os devidamente referidos, foram 
efectuados à temperatura ambiente e em células de quartzo de 1 cm por 1 cm.
A polarização de fluorescência, medida através da anisotropia, r, é um 
parâmetro importante para o estudo da difusão rotacional de fluoróforos, 
permitindo diferenciar a influência de vários ambientes na excitação e emissão 
de fluorescência de uma molécula (Valeur 2002). A anisotropia é dada pela 











em que I representa a intensidade de fluorescência de emissão a um 
determinado comprimento de onda, e os índices ┴ e ││ a orientação 




A anisotropia em estado estacionário, <r>, foi calculada segundo a 









em que I é a intensidade de fluorescência em estado estacionário a um 
determinado comprimento de onda, G é o factor de correcção instrumental do 
polarizador de emissão e é dado pela razão IHV/IHH, os índices inferiores V e H
representam as orientações vertical e horizontal, respectivamente, dos 
polarizadores e a ordem dos mesmos índices corresponde aos polarizadores 
de emissão e excitação, respectivamente.
A intensidade de cada componente foi medida com recurso a 
polarizadores, com fendas de excitação e de emissão de 7 nm. Recolheram-se 
7 valores para cada amostra, com os seguintes comprimentos de onda: λexc 
(activa) = 409 nm; λem (activa) = 490 nm; λexc (inactiva) = 365 nm; λem (inactiva) 
= 435 nm.
2.12. Espectroscopia de Fluorescência em Estado Transiente
As medidas de fluorescência em estado transiente foram realizadas num 
espectrofluorímetro Horiba Jobin Yvon FL3-22 com as características descritas 
anteriormente, utilizando a técnica de cronometragem de fotão único, SPT 
(Single Photon Timing) como descrito na literatura (Lakowicz 2006).
Em resumo, a técnica de SPT baseia-se na excitação da amostra com luz 
pulsada, recolhendo-se um fotão de cada vez, construindo-se um histograma,
pois o sistema electrónico divide a janela temporal de aquisição num número 
discreto de canais, em cada um dos quais se acumula um determinado número 
de fotões ao longo da aquisição. O espectro de emissão em estado 
estacionário de uma espécie possui uma relação directa com o seu 
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Equação 5
onde If(t) corresponde à intensidade de fluorescência emitida a cada 
instante do decaimento, [1A*]0 à concentração de fluoróforo excitado pelo pulso 
de luz e ΦF ao rendimento quântico de fluorescência. 
Os decaimentos de intensidade de fluorescência podem corresponder a 
funções bastante complexas, sendo geralmente descritos por uma de soma 
exponenciais como se apresenta na Equação 6, pesadas por factores pré-
exponenciais, sendo o tempo de vida médio de fluorescência dado pela 

























onde t é o tempo, I é a intensidade de fluorescência a cada componente,
o i do decaimento corresponde um tempo de vida τ e um factor pré-exponencial 
(amplitude) α normalizado à unidade.
As amostras foram excitadas a 370 nm com um nano-LED370 (Light 
Emitting Diode) da Horiba Jobin Yvon, utilizando um filtro UGI passa-baixo 370 
nm, fornecido pela Horiba Jobin Yvon, recolhendo-se a emissão a 490 nm, 
evitando-se assim a dispersão de Raman do solvente. Foi utilizada uma fenda 
de emissão de 9 nm, com uma escala de tempo de 55.5 ps/canal, recolhendo-
se 20 000 contagens no pico do decaimento. Para a amostra a pH ácido, 
purificada pelo Método 2, o tempo de acumulação foi de 141 s, e para a 
amostra a pH neutro, purificada pelo Método 1, o tempo de acumulação foi de 
291.1 s. Os decaimentos foram efectuados à temperatura ambiente e em 
células de quartzo de 1 cm por 1 cm. Os brancos foram obtidos utilizando os 
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solventes consoante o método de purificação, e permitida a acumulação 
durante o tempo correspondente a cada amostra.
Para analisar os decaimentos foi utilizado um método de reconvolução 
iterativo de mínimos quadrados não linear, baseado no algoritmo de Marquardt 
(Marquardt 1963), com o programa TRFA (Time-Resolved Fluorescence 
Anysotropy) versão 1.4 (Minsk, Bielorrúsia). A qualidade do ajuste foi avaliada 
pelo valor do χ2 reduzido e dos gráficos de resíduos relativos e de 
autocorrelação dos resíduos. Para se obter um ajuste satisfatório foram 
necessárias 3 exponenciais para todas as amostras, e em todas o valor do χ2
foi inferior a 1.4 e a distribuição dos resíduos aleatória em torno de 0.
2.13. Titulações Espectroscópicas da Pioverdinapp NB3L
Para a realização das titulações utilizou-se tanto a Pvpp NB3L purificada 
pelo Método 1 como pelo Método 2, utilizando-se a primeira para se conseguir 
um maior controlo na variação de pH. A Pvpp NB3L purificada pelo Método 2 foi 
dissolvida primeiramente no menor volume possível de HCl 0.1M, perfazendo-
se posteriormente com água do tipo II para se obter a concentração desejada. 
Adicionou-se 2 mL da solução a testar às células, utilizando como branco água 
do tipo II ou KH2PO4 0.05 M pH 7.0, consoante o ensaio. Adicionou-se volumes 
crescentes de HCl 0.1M ou NaOH 0.1M, consoante o ensaio, recolhendo-se 
espectros de emissão, de excitação e de absorção UV-Vis. As restantes 
condições encontram-se descritas em Espectroscopia Electrónica de Absorção
e Espectroscopia de Fluorescência em Estado Estacionário.
2.14. Ensaios da Influência de Vários Iões nas Propriedades 
Espectroscópicas da Pioverdinapp NB3L
Foram preparadas soluções dos vários iões cuja interacção com a Pvpp
NB3L se pretendia estudar. As soluções foram preparadas em tampão acetato 
0.5 M, pH 5.0, com uma concentração final de 0.003 M, dos seguintes iões: (i) 
Na+; (ii) Zn2+; (iii) Mn2+; (iv) Ca2+; (v) Ni2+; (vi) Mg2+; (vii) Ba2+; (viii) Co2+; (ix) 
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Fe3+; (x) Al3+; (xi) Cu2+. Foi também preparada uma solução de EDTA, de 
concentração 0.01 M, em tampão acetato 0.5 M pH 5.00, de modo a ter uma 
concentração final 10 vezes superior aos iões, ou seja, 100 vezes superior à 
Pvpp NB3L. Foi utilizada a Pvpp NB3L purificada pelo Método 2, dissolvendo-se 
no menor volume possível de HCl 0.1 M e perfazendo-se o restante volume 
com a solução tampão acetato 0.5 M pH 5.0. A 2 mL de solução de Pvpp NB3L 
em tampão acetato 0.5 M pH 5.0 adicionou-se 500 µL de cada solução salina, 
de modo a que o catião apresentasse uma concentração aproximadamente 10 
vezes superior à de Pvpp NB3L, deixando-se a incubar durante 2 h. Após a 
incubação, efectuaram-se medições de fluorescência das várias soluções, 
utilizando-se como branco soluções preparadas do mesmo modo sem incluir a 
Pvpp NB3L. Após as medições, adicionou-se 400 µL da solução de EDTA, e 
incubou-se novamente durante 2 h, efectuarando-se novas medições de 
fluorescência. Foi utilizada uma largura de fendas, tanto de emissão como de 
excitação, de 7 nm. As restantes condições encontram-se descritas em 
Espectroscopia de Fluorescência em Estado Estacionário.
2.15. Determinação do Rendimento Quântico da Pioverdinapp
NB3L
Para determinar o rendimento quântico de fluorescência utilizou-se como 
padrão o sulfato de quinino, frequentemente utilizado para este fim (Eastman 
1967). O quinino foi dissolvido em H2SO4 0.1M, sendo a absorvência da 
solução a 366 nm inferior a 0.05, de modo a evitar efeitos de filtro interno 
(Valeur 2002). Determinou-se o rendimento quântico duma amostra da Pvpp
NB3L purificada pelo Método 1. As amostras foram excitadas a 377 nm, 
comprimento de onda de excitação referido na literatura para o sulfato de 
quinino. A intensidade de fluorescência total foi calculada através da integração 

















em que Abs é a absorvência da solução ao comprimento de onda de 
excitação, n o índice de refracção e o índice superior e inferior R diz respeito à 
referência.
O rendimento quântico da forma activa foi determinado por comparação 
com a forma inactiva. Todas as amostras foram realizadas em triplicado e a 
temperatura das amostras mantida a 22 ºC, utilizando uma largura de fendas, 
tanto de emissão como de excitação, de 5 nm. As restantes condições 
encontram-se descritas em Espectroscopia de Fluorescência em Estado 
Estacionário.
2.16. Influência da Temperatura na Fluorescência de Estado 
Estacionário
Para a determinação da influência da temperatura nos espectros de 
excitação e de  emissão foi utilizada Pvpp NB3L purificada pelo Método 1. A 
temperatura foi ajustada com recurso ao banho de circulação de água Braun 
Thermomix, controlada com um termopar próprio para células, de fabrico 
caseiro acoplado a uma unidade de medida Keithley 871 Digital. Os dados 
foram tratados utilizando a equação de Arrhenius (Valeur 2002). Foi confirmada 
a absorvência inferior a 0.1 para todas as amostras, utilizando-se uma largura 
de fendas, tanto de emissão como de excitação, de 5 nm. As restantes 





3.1. Caracterização das Estirpes NB3L e NB3G
Com o intuito de identificar a espécie bacteriana que produz a Pvpp NB3L, 
foram efectuados ensaios de caracterização microbiológicos, nomeadamente o 
crescimento celular e a determinação do tempo de duplicação, bem como a 
análise e comparação do rRNA 16S da bactéria com bancos genómicos.
3.1.1. Caracterização do Crescimento das Estirpes NB3L e NB3G
As curvas de crescimento das espécies isoladas e da mistura das duas, 
nas condições descritas anteriormente nos Materiais e Métodos, encontram-se 
na Figura 9.
As curvas de crescimento apresentadas na Figura 9 apresentam todas 
uma fase inicial de latência, com excepção da estirpe NB3G, correspondente à 
adaptação do inóculo ao novo meio de cultura. Segue-se um crescimento 
exponencial das bactérias dada a presença de nutrientes, permitindo às 
mesmas duplicarem-se. A observação de um patamar no crescimento celular a 
cerca de 400 min interpretou-se como sendo uma contaminação dos meios de 
cultura durante o estudo do crescimento celular, dado este ser muito rico em 
diferentes nutrientes, ou à existência de uma alteração no substrato consumido 
pelas bactérias. Na cultura da estirpe NB3L em agitação orbital de 300 r.p.m. a 
30 ºC observa-se um patamar idêntico, ocorrendo ligeiramente mais cedo, por 
volta dos 300 min. Tal diferença parece indicar a existência de uma fase 
diáuxica, ou seja, onde ocorre uma alteração do substrato utilizado pelas 
bactérias para se reproduzirem, o que requer uma adaptação celular e uma 
diminuição da taxa de crescimento.
Foram calculados os tempos de duplicação das espécies NB3L e NB3G, 
em separado e em conjunto, apresentados na Tabela 1. Por outro lado, 
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observa-se que o crescimento da espécie NB3L ocorre mais rapidamente em 

































































































Figura 9 – Curvas de crescimento das estirpes isoladas do complexo C. viridis. (A) 
Espécie NB3L a 150 r.p.m. e 26 ºC; (B) Espécie NB3G a 150 r.p.m. e 26 ºC; (C) Espécies 
NB3L + NB3G a 150 r.p.m. e 26 ºC; (D) Espécie NB3L a 300 r.p.m. e 30 ºC. Os pontos 
experimentais correspondem à média de 3 culturas independentes e as barras de erro ao 
respectivo desvio padrão. As linhas não correspondem ao ajuste de uma equação e servem 
apenas para facilitar a leitura do gráfico.
O tempo de duplicação foi calculado para a primeira fase exponencial, 
utilizando a Equação 1, ou seja, entre a fase de latência que é em todos os 
casos muito curta, por vezes indetectável, e a fase diáuxica, tendo sido usada a 
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Equação 2 para se obter o tempo de duplicação. Os resultados encontram-se 
apresentados na Tabela 1.
Tabela 1 – Tempos de Duplicação das espécies isoladas do complexo C. Viridis em meio 
NB calculados pela Equação 2. A espécie NB3L foi incubada em duas condições distintas, 




Tempo de duplicação 
(min)
Coeficiente de Correlação 
150 r.p.m., 26 ºC 79 ± 8 0.987 ± 0.007
NB3L
300 r.p.m., 30 ºC 59 ± 10 0.993 ± 0.005
NB3G 150 r.p.m., 26 ºC 66 ± 3 0.997 ± 0.002
NB3L + NB3G 150 r.p.m., 26 ºC 74 ± 5 0.993 ± 0.002
3.1.2. Sequenciação do rRNA 16S e Identificação das Estirpes NB3L e 
NB3G
Com o intuito de identificar a estirpe NB3L foi sequenciado o rRNA 16S 
após amplificação do rDNA 16S por PCR.
Para a estirpe NB3L, a análise da sequência genética do rRNA 16S 
revelou uma semelhança elevada, 99%, com espécies do género 
Pseudomonas, mais especificamente P. putida. Verificou-se também uma 
semelhança elevada com P. plecoglossicida, P. monteilii e P. fulva (Tabela 3
dos Anexos). A estirpe NB3L é assim identificada como sendo P. putida, estirpe 
NB3L. As correspondências de outras espécies do género Pseudomonas são 
expectáveis dada a proximidade filogenética entre estas (Peix et al. 2009).
Para a estirpe NB3G, a correspondência é inequívoca com a espécie 
Enterobacter aerogenes, com 99% de identidade, havendo também 
correspondência com outras espécies do Género Enterobacter não 
classsificadas em grupos específicos (Tabela 4 dos Anexos).
3.2. Purificação e Propriedades Químicas da Pioverdinapp NB3L
O isolamento da Pvpp NB3L permitiu a sua caracterização estrutural e 
estudo das propriedades químicas e espectroscópicas. Foram testados vários 
métodos de isolamento, sendo escolhidos dois. O Método 1 foi utilizado apenas 
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para a caracterização espectroscópica da Pvpp NB3L, enquanto que o Método 2 
foi utilizado para a caracterização espectroscópica e estrutural. Os dois 
métodos utilizados para o isolamento da Pvpp NB3L encontram-se resumidos 
na Figura 10 e a sua purificação foi seguida por FT-IR ou espectroscopia 








































durante 15 min e
decantado
Figura 10 – Métodos de purificação utilizados para obtenção da Pvpp NB3L a partir do 
meio de cultura da bactéria.
Desde a precipitação com NaOH 1M no primeiro passo, a Pvpp NB3L 
mantém-se precipitada aquando da adição de outros solventes, exceptuando o 
caso da adição da solução tampão KH2PO4 0.05 M pH 7.0 que vai promover a 
formação de um precipitado branco, analisado por FT-IR e determinado como 
KH2PO4. Foram ensaiadas outras concentrações da solução tampão utilizada 
para redissolver a Pvpp NB3L, e traçaram-se os respectivos espectros de 
absorção para observar possíveis alterações que este ião inorgânico pudesse 
provocar (Figura 11). No entanto, o aumento da absorvência a 409 nm, 
característico da Pvpp NB3L, com o aumento da molaridade do tampão, não se 
relevou significativo ao ponto de alterar o protocolo.
Experimentaram-se lavagens com metanol e salting-out com sulfato de 
amónio (resultados não apresentados), no entanto não se observaram 
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quaisquer diferenças no espectro de absorção UV/Vis, pelo que estas 
























Figura 11 – Espectros de Absorção UV-Vis da Pvpp NB3L. Purificação pelo Método 1. 
Espectros obtidos em soluções tampão KH2PO4, pH 7.0 com diferentes molaridades: 0.05 M 
(preto); 0.1 M (azul); 0.5 M (vermelho).
As lavagens com água do tipo II têm como objectivo a remoção de iões, 
enquanto que a lavagem com acetona poderá remover moléculas pouco 
polares presentes no precipitado. O espectro de FT-IR da amostra obtida por 
purificação com acetona demonstra a solubilização de compostos presentes no 
precipitado (Figura 12A), ao contrário de outros solventes testados (Figura 
12B), que não provocam alterações no espectro de FT-IR. 
Foi testada a solubilidade da Pvpp NB3L, purificada pelo Método 2, em 
vários solventes, onde apenas a utilização de ácidos permitiu a solubilização do 
precipitado; em particular o uso de ácido acético glacial, HCl 0.7 M e H2SO4
0.1M (para os restantes solventes testados, ver Tabela 5 nos Anexos).
Para verificar se o composto branco, que precipitava no Método 1 com a 
adição da solução tampão KH2PO4, continuava presente na purificação pelo 
Método 2, dissolveu-se o precipitado obtido pelo Método 2 no menor volume 
possível de HCl 0.1 M, adicionando-se de seguida a solução tampão referida 
anteriormente. A variação de pH manteve-se dentro da zona tampão, e não se 
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observou qualquer precipitação, o que reitera a indicação anterior que o 
composto branco precipitado no Método 1 era KH2PO4, não solúvel na 
presença de Pvpp NB3L, e de outro composto removido com a acetona.
Outro método de purificação desenvolvido consistia na precipitação da 
Pvpp NB3L através da saturação do meio NB com etanol 80% (v/v), e posterior 
centrifugação. Este método de purificação não foi prosseguido visto não se ter 
verificado qualquer alteração no espectro de FT-IR resultante da lavagem com 













































Figura 12 – Espectros de FT-IR por reflectância difusa da Pvpp NB3L na purificação. (A) 
Pvpp NB3L obtida pelo Método 2: três primeiros passos comuns da purificação (preto); 
lavagem com acetona (vermelho). (B) Espectros de FT-IR da Pvpp NB3L após lavagem com 
vários solventes: acetona (vermelho); metanol (preto); diclorometano (verde); éter dietílico 
(amarelo); acetato de etilo (azul); 1-butanol (cinzento). Todos os espectros foram corrigidos
para uma transmitância máxima de 100%.
3.3. Caracterização Estrutural da Pioverdinapp NB3L
3.3.1.  Espectroscopia de Absorção no Infravermelho com Transformada 
de Fourier por Reflectância Difusa
Com o intuito de determinar a estrutura do fluóroforo efectuaram-se 
estudos preliminares de infravermelho por reflectância difusa da Pvpp NB3L em 
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estado sólido, encontrando-se os mesmos na Figura 13A, como valor médio 





























































Figura 13 – Espectros de FT-IR por reflectância difusa da Pvpp NB3L. Purificação pelo 
Método 2. Espectros obtidos com mistura de Pvpp NB3L com KBr. A preto a média dos 
valores e a vermelho a média ± desvio padrão (n =7). (B) Ampliação do espectro entre 
1800-1200 cm-1. Todos os espectros foram corrigidos para uma transmitância máxima de 
100%.
Por análise deste espectro de infravermelho, podemos constatar a 
presença de grupos hidroxilo, ligações C-H, grupos carbonilo e grupos amida. 
A banda estreita a 3600 cm-1 pode ser atribuída ao estiramento da ligação O-H 
livre, característico dos grupos hidroxilo que não estabelecem ligações por 
hidrogénio. As bandas que surgem entre 3400 e 3000 cm-1 indicam a presença 
de grupos hidroxilo em diferentes ambientes moleculares, em que estabelecem 
interacções intra e/ou intermoleculares por ligações por hidrogénio. A largura 
desta banda está relacionada com o número e tipo de interacções O-H.....X. 
onde X=O, N ou halogéneo. A cerca de 2900 cm-1 é possível observar duas 
bandas atribuídas a vibrações de estiramento de ligações C-H alifáticas. A 
1650 cm-1 observa-se a banda característica da vibração de estiramento do 
grupo carbonilo, onde a assimetria da banda (Figura 13B) sugere a existência 
de ambientes diversos para os carbonilos dentro da molécula (Knapp and 
Fischer 1981; Knapp and Fischer 1982; Knapp 1984). A 1500 e 1400 cm-1
observam-se bandas pouco intensas, cuja origem se atribui a vibrações de 
estiramento C=C e de deformação do C-H. A largura e assimetria da banda 
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indicam novamente a existência de diferentes ambientes a rodear os grupos 
amida da molécula, à semelhança do que ocorre com os grupos carbonilo e 
hidroxilo.
3.3.2. Espectrometria de Massa com Ionização por Electrospray
Nos estudos de ESI-MS realizou-se primeiramente um ensaio com uma 
gama de unidades de massa/carga (m/z) alargada, 0 – 2000 m/z (Figura 15A), 
e posteriormente espectros de MS-MS de dois valores específicos, 328.9 m/z e 
640 m/z (Figura 15B e Figura 15C, respectivamente). A interpretação dos 
resultados obtidos conduziu à seguinte proposta para a sequência de 
aminoácidos Suca-Chr-Gly-Lys-Asp-Orn[Asn]-Leu-Asn[Orn]-Asp-Asp-cOHOrn, 
(Figura 14), onde [a.a.] indica outro aminoácido possível para a mesma 
posição. Esta conclusão foi obtida a partir da interpretação que se descreve 
seguidamente.
Figura 14 – Proposta de estrutura da Pvpp NB3L. A estrutura apresentada é: Suca-Chr-Gly-
Lys-Asp-Orn-Leu-Asn-Asp-Asp-cOHOrn) (esquema feito através do programa 
ACD/ChemSketch© Freeware v. 11.1).
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Figura 15 – Espectros de ESI-MS da Pvpp NB3L purificada pelo Método 2. A Pv foi 
dissolvida em metanol com uma gota de ácido fórmico. (A) ESI-MS completo; (B) ESI-MS-






No espectro obtido numa gama alargada de valores de m/z, entre 0 –
2000 mz (Figura 15A), observa-se que o valor de maior abundância 
corresponde a 328.9 m/z, seguido de outro a 273.7 m/z e um último a 640.7 
m/z. Verifica-se também uma distribuição gaussiana nos valores mais baixos 
da razão m/z, típica da presença de um polímero. Pondo como hipótese que o 
composto é uma Pv, o pico a 328.9 m/z pode corresponder à massa do Chr 
ionizado, associado à sua cadeia lateral e sem o grupo hidroxilo que 
caracteriza a sua ligação à cadeia polipeptídica (Budzikiewicz et al. 2007). Por 
sua vez, a distribuição gaussiana corresponderá à cadeia peptídica 
caracterísitica deste tipo de moléculas, em que cada pico corresponde à perda 
de um resíduo de aminoácido. O valor de 640.7 m/z é exactamente o dobro do 
valor atribuído ao Chr, com a perda de uma molécula de água, o que 
corresponderia a um dímero do Chr isolado. No entanto, a ausência de 
fragmentação nos monómeros leva a pensar tratar-se do produto de 
fragmentação de outra Pv, ou de uma outra molécula que tenha sido purificada 
juntamente com a Pvpp NB3L.
Com o intuito de compreender se o valor de maior intensidade 
corresponde de facto ao Chr, realizaram-se espectros ESI-MS-MS deste, 
estando os resultados dispostos na Figura 15B. Neste espectro verifica-se a 
inexistência da distribuição gaussiana característica observada na figura 
anterior. O valor de maior intensidade mantém-se, observando-se a formação 
de três outras formas iónicas do Chr com valores de 287.7, 273.7 e 255. 9 m/z. 
O valor de 287.7 corresponde à perda da cadeia lateral após o carbono γ. A 
forma iónica de 273.7 m/z corresponde à perda de parte da cadeia lateral após 
o carbono β (Figura 14), podendo ter a sua origem directamente no pico de 
328.9 ou de 287.7, por perda de um grupo CH2. O valor de 255.9 corresponde 
ao Chr com perda de parte da cadeia lateral, após o carboxilo (Budzikiewicz et 
al. 2007). 
Em relação à distribuição gaussiana (Figura 15A), as diferenças de massa 
entre os picos correspondem às massas dos aminoácidos, menos 18 unidades 
de massa, resultantes da perda de uma molécula de água por formação da 
ligação peptídica. O pico atríbuido à molécula de Pvpp NB3L é de 1344.4 m/z, 
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estando assinalado no espectro o valor de 1326.4, devido à perda de uma 
molécula de água. O valor a 640 m/z não foi considerado para a determinação 
da estrutura da Pvpp NB3L pelas razões apresentadas anteriormente. Assim 
sendo, obteve-se a seguinte sequência de aminoácidos: Suca-Chr-Gly-Lys-
Asp-Orn[Asn]-Leu-Asn[Orn]-Asp-Asp-cOHOrn.
3.3.3. Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear
Foram realizados espectros de NMR com o intuito de estudar a estrutura 
da Pvpp NB3L. Sabendo à partida tratar-se de um sideróforo, a espectroscopia 
de NMR 1H foi utilizada com o intuito de confirmar a presença dos aminoácidos 
propostos na cadeia polipeptídica típica destes fluoróforos. O espectro obtido 
apresenta-se na Figura 16. 
Figura 16 – Espectros de NMR 1H da Pvpp NB3L purificada pelo Método 2. As amostras 
foram dissolvidas em D2O e uma gota de DCl, sendo efectuadas 512 acumulações.
.
No espectro de NMR observam-se bandas com desvios de 2.87 ppm e 
2.71, atribuíveis à cadeia lateral do Chr e comparáveis aos da literatura, 2.84 e 
2.75 (Bultreys et al. 2004). As bandas que surgem centradas a 8.08, 7.78, 
podem ser atribuídas aos protões aromáticos do Chr, também semelhantes aos 
referidos na literatura (Bultreys et al. 2004). Relativamente às restantes 
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bandas, podem corresponder a átomos de hidrogénio tanto dos resíduos de 
aminoácidos como do Chr.
A existência de problemas na aquisição dos espectros de NMR 13C, em 
particular a concentração molar baixa da amostra e a possível decomposição 
da mesma ao manter-se em solução de pH ácido durante a duração do ensaio, 
tornou impossível a determinação da estrutura final da Pvpp NB3L com base em 
técnicas de correlação 2D. Os espectros obtidos não contrariam a estrutura 
proposta com base na espectrometria de massa.
3.4. Caracterização Fotofísica da Pioverdinapp NB3L
Um dos primeiros passos na caracterização deste sideróforo, foi a 
obtenção de espectros de absorção UV-Vis e de fluorescência, utilizando o 
composto obtido pelo Método 1.
O espectro de absorção UV-Vis da Pvpp NB3L é característico desta 
família de Chr’s (por exemplo,(Elliot  1958; Bultreys and Gheysen 2000; 
Persmark et al. 1990)), apresentando máximos de absorção a 234, 265 e 407 
nm. As duas primeiras bandas devem corresponder a uma excitação para um 
segundo estado excitado (S2) do Chr, onde cada pico corresponde a uma 
transição vibrónica. A banda centrada a 407 nm é característica do próprio Chr, 
da excitação S0→S1, referente às várias ligações duplas conjugadas presentes 
nos anéis da molécula (Figura 17A).
Na Figura 17B encontram-se os espectros de emissão e de excitação da 
forma activa (preto) e da forma inactiva (vermelho). Adoptou-se a mesma 
terminologia que anteriormente (em (André 2008), ver Introdução), designando-
se por forma activa a que apresenta maior intensidade de fluorescência, e a 
outra de forma inactiva. Os espectros de emissão, tanto da forma activa como 
da inactiva, apresentam uma banda larga, sem progressão vibracional bem 
definida, com um máximo bem definido, enquanto que os espectros de 
excitação apresentam várias bandas, com a sugestão de dois máximos na 
banda que se situa mais para o vermelho. Comparando a forma activa e 
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inactiva, os espectros de emissão apresentam um forma semelhante, com uma 
diferença de 4 nm no máximo de emissão. Por seu lado, os espectros de 
excitação apresentam formas distintas, havendo uma redução ligeira na 
excitação da forma activa a 370 nm, um dos máximos da banda acima referida. 
Este comportamento sugere que essa banda se trata na verdade de duas 
bandas parcialmente sobrepostas e cuja contribuição relativa se altera com o 
comprimento de onda de emissão utlizado para traçar o espectro de excitação. 
Estes dois espectros podem corresponder a duas formas diferentes da Pvpp
NB3L, a nivel da protonação ou coordenação com um ião, a duas Pv’s 
diferentes, ou ao Chr em ambientes diferentes. No entanto, uma vez que na 
literatura estão reportadas alterações nas propriedades de fluorescência de 
várias Pv’s devido à ocorrência de diversos estados de protonação (Boukhalfa 
et al. 2006) e à sua interacção com diversos iões metálicos (Yoder and 
Kisaalita 2006), é provável que a complexidade do contorno dos espectros 
esteja relacionada intimamente com estes factores. Os espectros de emissão 
de ambas as formas são bastante semelhantes, uma vez que o máximo de 
emissão da forma activa ocorre a 472 nm, enquanto que o da forma inactiva 
surge a 468 nm. Na forma activa observa-se um máximo de excitação a 407 
nm, o mesmo valor do máximo de absorção, enquanto que a forma inactiva 
apresenta um achatamento da banda de excitação entre 387 e 407 nm. Dada a 
elevada sobreposição das bandas, e a dificuldade de obter a Pvpp NB3L numa 
única forma estável em solução, não foi tentada a decomposição dos espectros 
para cada uma das formas. Na forma activa observa-se a existência de um 
ombro a 330 nm, que se encontra menos pronunciado na forma inactiva. A 
interpretação para as bandas observadas nos espectros de excitação é idêntica 
para os espectros de absorção UV-Vis. O desvio de Stokes, diferença em 
número de onda entre o máximo de emissão e de excitação de fluorescência, 
observado na forma activa é de 3.4 x 103 cm-1, e de 3.2 x 103 cm-1 na forma 











































Figura 17 – Espectroscopia electrónica de absorção e de fluorescência da Pvpp NB3L. 
Purificação pelo Método 1. Ensaio realizado em KH2PO4 0.05 M pH 7.0. (A) Espectro de 
Absorção UV-Vis onde se observa a existência de três bandas a 234, 265 e 407 nm. (B) 
Espectros de excitação e de emissão da Pvpp NB3L na forma activa (preto) e inactiva 
(vermelho). λexc(activa) = 409 nm e λem (activa) = 490 nm; λexc (inactiva) = 365 nm λem
(inactiva) = 435 nm.
Para avaliar a extensão da sobreposição dos espectros das duas formas, 
efectuou-se a excitação a diferentes comprimentos de onda, recolhendo os 
vários espectros de emissão (Figura 18). Este ensaio foi efectuado com a 
solução de Pvpp NB3L purificada pelo Método 1. Observa-se que, com o 
aumento do comprimento de onda de excitação, o espectro de emissão de 
fluorescência tende para o da forma activa, com máximo de emissão a 472 nm. 
Em particular, para comprimentos de onda de excitação superiores a 370 nm, a 
contribuição da forma inactiva torna-se diminuta. A comprimentos de onda 
inferiores a 370 nm surge uma banda de emissão centrada a 390 nm, que 
deverá ser próxima da banda da forma inactiva pura, uma vez que se está a 
favorecer a sua excitação utilizando comprimentos de onda inferiores a 370 
nm. A forma activa não parece ser influenciada na sua emissão pela forma 
inactiva, no entanto o contrário já parece acontecer, podendo a variação de 4 
nm, observada anteriormente entre a emissão de fluorescência da forma activa 

















Figura 18 – Espectros de Emissão de Fluorescência da Pvpp NB3L a vários λexc. 
Purificação pelo Método 1. Ensaio realizado em KH2PO4 0.05 M pH 7.0. λexc = 280 nm 
(preto); λexc = 300 nm (azul); λexc = 320 nm (vermelho); λexc = 350 nm (verde) ; λexc = 370 nm 
(rosa); λexc = 390 nm (cinzento).
Uma das hipóteses possíveis para explicar a existência de duas bandas 
de excitação é a formação de um dímero da molécula, que levaria à emissão e 
excitação a um comprimento de onda diferente do monómero por efeito de 
excitão (Valeur 2002). Dado que a formação de dímeros é dependente da 
concentração de monómeros presentes, realizou-se um ensaio com diferentes 
concentrações de Pvpp NB3L purificada pelo Método 1. Utilizando um 
coeficiente de absorção molar de 19 000 M-1cm-1 (Folschweiller et al. 2002) é 
possível estimar a concentração de Pvpp NB3L presente em solução. A solução 
foi diluída directamente na célula, obtendo-se os espectros de absorção UV-Vis 
a cada diluição. Verificou-se que a diminuição de absorvência a 409 nm é 
directamente proporcional à concentração de Pvpp NB3L presente em solução, 
para concentrações superiores a uma absorvência correspondendente de 0.2, 
e inferiores a uma absorvência de 0.7 (Figura 19). Exclui-se assim a hipótese 
de formação de dímeros, num intervalo de concentrações aproximado de 10 
μM a 35 μM, como o processo responsável pela complexidade dos espectros 

























Figura 19 – Variação da absorvência em função da concentração de Pvpp NB3L 
purificada pelo Método 1. Ensaio realizado em KH2PO4 0.05 M pH 7.0. Concentração 
normalizada em relação ao valor mais alto de absorvência. Recta obtida por regressão 
linear, com m = 0.63, b= -0.08 e R2 = 0.994.
3.4.1. Efeitos do pH nos espectros de Absorção e de Fluorescência
Como já tinha sido verificado anteriormente, tanto a absorção como a 
fluorescência da Pvpp NB3L, e de outras Pv’s, são bastante dependentes do pH
(Elliot  1958; Marques 2009). Assim, efectuaram-se titulações 
espectrofotométricas e espectrofluorimétricas da Pvpp NB3L purificada pelo 
Método 1 e pelo Método 2, estando os resultados dispostos na Figura 21.
Quando o pH passa de valores próximos da neutralidade para condições 
de maior acidez, a intensidade da banda de absorção com máximo a cerca de 
407 nm diminui, e todo o espectro sofre um desvio para o azul, passando o 
valor de absorção máximo do Chr para 379 nm (Figura 20A). A intensidade de 
fluorescência também diminui com o decréscimo de pH, e o espectro de 
excitação sofre um desvio para comprimentos de onda menores, tal como 
acontece no espectro de absorção UV-Vis, e o máximo de excitação transita 
para 370 nm. Em condições básicas, para valores de pH superiores a 10.5, 
ocorre a precipitação da Pvpp NB3L, e dá-se um desvio para o vermelho tanto 
do espectro de excitação como do de emissão, ocorrendo os máximos de 








































Figura 20 – Espectroscopia electrónica da Pvpp NB3L a três valores de pH. Purificação 
pelo Método 1. Ensaios em KH2PO4 0.05M pH 7.0.(A) Espectros de Absorção UV-Vis; pH 
10.23 (preto); pH 2.6 (vermelho). (B) Espectros de emissão e de excitação de fluorescência; 
pH 9.32 (preto); pH 1.49 (vermelho); pH 12.25 (azul). λexc(activa) = 409 nm e λem (activa) = 
490 nm.
Dado existir uma variação da intensidade de emissão e de excitação com 
o pH, efectuaram-se titulações espectrofotométricas e fluorimétricas tanto da 
Pvpp NB3L purificada pelo Método 1 (Figura 21A e C) como pelo Método 2 
(Figura 21B e D), que tiveram como objectivo final a determinação dos valores 
de pKa da Pvpp NB3L em solução, encontrando-se os valores resumidos na 
Tabela 2.
As titulações espectrofotométricas e fluorimétricas de excitação da forma 
activa foram realizadas de modo raciométrico, ou seja, considerando a razão 
de intensidade a dois comprimentos de onda. A principal vantagem do uso de 
um método raciométrico consiste na ausência de dependência da absorvência 
ou fluorescência da concentração do fluoróforo, efeitos de fotobranqueamento 
no mesmo, sensibilidade do aparelho, flutuações na fonte de luz, entre outras. 
As medições raciométricas são sempre preferíveis, principalmente quando 
existem desvios no comprimento de onda máximo de absorção, excitação e 
emissão com a variação do pH. No entanto, em situações para as quais tal não 
ocorre, pode ser utilizado apenas um comprimento de onda, tendo sempre em 
atenção que poderão ocorrer os efeitos descritos anteriormente (Valeur 2002). 
Para a titulação espectrofotométrica considerou-se a razão de absorvências a 
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409 nm e 379 nm e para a titulação espectrofluorimétrica de excitação da forma 
activa a razão de intensidades a 409 nm e 370 nm, por serem os valores aos 
quais surgem os máximos a pH básico e ácido, respectivamente. Para a 
titulação espectrofluorimétrica utilizou-se a intensidade de fluorescência a 490 
nm, dado não ocorrerem desvios tão acentuados no máximo de emissão. 
Enquanto que esta curva se apresentava bem definida e com pouca dispersão 
de dados sem ser necessário recorrer a um método raciométrico, nos outros 
casos houve uma melhoria significativa na qualidade dos dados utilizando a 
razão de dois valores a comprimentos de onda diferentes. Como diferentes 
meios podem apresentar concentrações de Pv diferentes, dado que a sua 
estabilidade em solução depende de vários parâmetros, a intensidade de 
emissão de fluorescência e excitação da forma inactiva foram normalizadas, 
tendo em conta o valor mais elevado das várias amostras com valores de pH 
inferiores a 10.5 (Figura 21C e Figura 21D). As titulações apresentadas na 
Figura 21 são representativas das titulações realizadas, não se apresentando 
as titulações espectrofluorimétricas da forma inactiva nem da excitação da 
forma activa ou inactiva, por serem semelhantes.
Comparando as titulações, espectrofotométricas e fluorimétricas, entre a 
Pvpp NB3L purificada pelo Método 1 (Figura 21A e C) e pelo Método 2 (Figura 
21B e D), observa-se um comportamento semelhante com a variação do pH. 
Tanto a intensidade de fluorescência como a absorvência apresentam valores 
baixos a pH ácido. O aumento de pH provoca um aumento da intensidade de 
fluorescência e da absorvência, até um valor próximo do pH neutro, ocorrendo 
posteriormente uma estabilização ou diminuição da absorvência e da 
intensidade de fluorescência, respectivamente. Dentro do mesmo método de 
purificação observa-se que, a valores de pH básicos, a variação na intensidade 
de fluorescência é superior à variação observada na absorvência, o que se 
deve, possivelmente, à maior sensibilidade da técnica de espectroscopia de 
fluorescência e à dependência da intensidade de fluorescência não só do 





























































































































Figura 21 – Titulações espectrofotométricas e fluorimétricas da Pvpp NB3L. Purificação 
pelo Método 1 e pelo Método 2, consoante o caso. Para o Método 1, ensaios em KH2PO4
0.05M pH 7.0, para o Método 2, ensaios em HCl 0.1 M e água. Titulações 
espectrofotométricas raciométrica (Abs409 nm/Abs379 nm) purificada pelo Método 1 (A) e pelo 
Método 2 (B). Titulações espectrofluorimétricas com λem= 490 nm e com λexc = 409 nm, 
purificada pelo Método 1 (C) e pelo Método 2 (D). Cada cor representa um replicado.
O pKa define-se como o valor de pH ao qual existe equimolaridade de 









,onde HA é o ácido e A- a base conjugada. 
Resultados
47
Assim, em torno de pKa, a adição de um ácido ou base forte leva a uma 
varição de pH pequena, uma vez que existe bastante ácido ou base disponível 
para libertar ou captar protões, respectivamente. Por outro lado, é nessa gama 
que pequenas variações de pH levam a uma maior variação da razão de 
concentrações de ácido e base conjugada. Numa titulação espectroscópica, 
essa variação segue-se através do sinal medido, I. Daí que uma titulação deste 
tipo se represente muitas vezes na forma de I = f(pH), tal como na Figura 22. 
Assim, em torno de pKa a variação do sinal é máxima, ou seja, a função 1ª 
derivada de I em função de pH é máxima, logo, a função 2ª derivada de I em 
função de pH é zero (o pKa é um ponto de inflexão da curva I = f(pH)).
Primeiramente, ajustaram-se polinómios às titulações 
espectrofotométricas e espectrofluorimétricas, efectuando-se uma análise 
estatística ANOVA para cada ensaio. Para discernir o melhor polinómio em 
cada caso, avaliaram-se os valores de R2 ajustado e o p-value dos termos 
existentes na equação de ajuste. Quando a variação observada de R2 era na 
ordem das centésimas, e o p-value do primeiro termo era superior a 0.05, 
optava-se pelo polinómio anterior. 
Tendo em conta os critérios descritos anteriormente, foram ajustados 
polinómios de terceiro grau (Figura 22A) para todas as titulações 
espectrofotométricas e titulação espectrofluorimétrica da excitação da forma 
activa da Pvpp NB3L purificada pelo Método 2. Para as titulações 
espectrofluorimétricas de excitação de dois replicados da forma activa da Pvpp
NB3L purificada pelo Método 1 foi ajustado um polinómio de quinto grau 
(Figura 22B). Para as restantes titulações foi considerado estatisticamente mais 
relevante uma regressão polinomial de quarto grau (Figura 22C). 
De seguida os polinómios foram derivados duplamente em ordem ao pH, 
e os zeros destas funções correspondem aos valores de pKa. Para os 
polinómios de quarto grau calcularam-se os zeros através da fórmula 
resolvente, enquanto que para os de quinto grau foram determinados 
graficamente. No caso dos espectros de absorção não se observa qualquer 
patamar para pH ácido e, como tal, o valor de pKa observável nessa variação 
foi retirado por subtracçao directa dos extremos de pH. Por último, nos ensaios 
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em que existiam replicados, calculou-se a média e o desvio padrão dos 















































































Figura 22 – Exemplos dos ajustes polinomiais aplicados aos dados espectroscópicos. 
Amostras purificadas pelo Método 1 (KH2PO4 0.05 M pHi 7.0): (A) Ajuste polinomial de 
terceiro grau da titulação espectroscópica do Método 1(B); Derivada do ajuste polinomial de 
quinto grau das titulações espectrofluorimétricas de excitação de dois replicados do Método 
1: (C) Ajuste polinomial de quarto grau da titulação espectrofluorimétrica de emissão do 
Método 1; λem (forma activa)= 490 nm e λexc (forma activa)= 409 nm; λexc (forma inactiva)= 
365 nm e λem (forma inactiva)= 435 nm
Relativamente ao valores obtidos pelo Método 1, verifica-se que os 
resultados de absorção, emissão e excitação da forma activa diferem pouco 
entre si tanto para pKa1 como para pKa2. A única diferença significativa diz 
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respeito ao valor de pKa1 obtido por absorção relativamente aos outros, o que 
pode ser explicado por um pKa* no estado excitado (valor determinado, de 
facto, pelas medidas de fluorescência) ligeiramente superior ao determinado 
pela absorção. Um aumento do pKa dos grupos hidroxilo, aquando da excitação 
é comum em catecóis (Valeur 2002; Lakowicz 2006).
Relativamente aos resultados obtidos pelo Método 2, o facto de não terem 
sido realizados em triplicado limita a interpretação possível. No entanto, os 
valores de pKa1 e pKa2 são, mais uma vez, semelhantes entre si, e também são 
próximos dos valores determinados para a pioverdina purificada pelo Método 1, 
o que parece indicar uma ausência de influência do tampão nos valores de pKa
da Pvpp NB3L.
Tabela 2 – Valores de pKa calculados pelas titulações espectroscópicas da Pvpp NB3L. 
Método 1 - KH2PO4 0.05 M pHi 7.0, adicionando-se NaOH até pH 11 e posterior titulação 
com HCl 0.1 M; Método 2 – HCl 0.1 M com adição continua de NaOH 0.1M. Absorção –
valores obtidos com a razão 379/409; Emissão activa – valores obtidos para a forma activa 
a 490 nm; Emissão inactiva - valores obtidos para a forma inactiva a 435 nm; Excitação 
activa - valores obtidos para a forma activa com a razão 370/409; Excitação inactiva -
valores obtidos para a forma inactiva com a 365 nm. n representa o número de valores 
utilizados para cálculo de média ± desvio padrão. λem (forma activa)= 490 nm e λexc (forma 
activa)= 409 nm; λexc (forma inactiva)= 365 nm e λem (forma inactiva)= 435 nm. 
Valores de pKa determinados
pKa1 pKa2 pKa3
Método
Absorção 3.0 ± 0.2 (n=3)* 7.9 ± 0.1 (n=3) -
Emissão activa 3.9 ± 0.1 (n=3) 8.4 ± 0.4 (n=3)
Excitação activa 3.8 ± 0.2 (n=3) 8.2 ± 0.5 (n=3) 11.7 ± 0.5 (n=2)
1
Absorção 2.9* 8.1 -
Emissão activa 3.1 7.1 -
Excitação activa - 8.0 -
Emisão inactiva 4.3 7.8 -
Excitação inactiva 4.2 7.5 -
2
*Uma vez que a curva não está completa na primeira zona tampão, este pKa não é 




3.4.2. Influência de Diversos Iões Metálicos nas Propriedades de 
Fluorescência 
A interacção de Pv’s com vários iões metálicos encontra-se bem 
documentada. No entanto, nem sempre o complexo de Fe3+ é o que apresenta 
maior constante de estabilidade (Yoder and Kisaalita 2006). Assim, estudou-se 
o efeito de alguns catiões sobre propriedades de fluorescência da Pvpp NB3L, 
nomeadamente: Al3+; Co2+; Fe3+; Mg2+; Cu2+; Ni2+; Zn2+; Mn2+; Na+; Ca2+; Ba2+. 
As soluções contendo estes catiões foram preparadas em tampão acetato 0.5 
M pH 5.0, de modo a manter o pH constante. O acetato foi seleccionado como 
substância tampão uma vez que, nestas condições, não apresenta uma 
constante de associação elevada com nenhum dos iões metálicos testados. O 
valor de pH foi escolhido de modo a não ocorrer a precipitação de hidróxidos. 
Após um período de incubação de 2 h, foram traçados os espectros de 
excitação e de emissão de fluorescência das formas activa e inactiva da Pvpp
NB3L. Posteriormente, adicionou-se EDTA para remover os iões metálicos e 
averiguar se a fluorescência retomava os valores iniciais, incubando-se 
novamente durante 2 h. Em nenhum dos ensaios se verificou a ocorrência de 
precipitados. As concentrações de catião foram calculadas previamente de 
modo a serem cerca de 10 vezes superiores à concentração estimada de Pvpp
NB3L, utilizando um coeficiente de absorção molar de 19 000 M-1cm-1
(Folschweiller et al. 2002) e as de EDTA a serem 10 vezes superiores à 
concentração do catião adicionado. Logo, o EDTA fica em concentração 100 
vezes superior à Pvpp NB3L.
Para a forma activa (Figura 23 em Resultados e Figura 27 em Anexos) 
observaram-se efeitos significativos na emissão de fluorescência apenas para 
três catiões, Fe3+, Al3+ e Cu2+. Os restantes iões metálicos apresentaram 
alterações semelhantes às observadas para o Na+, que serviu como controlo 
negativo nesta experiência, tendo em conta o facto de não possuir orbitais d
ocupadas, e ser um catião monovalente, logo não deverá ser complexado 
pelas Pv, estando de acordo com os dados da literatura (Folschweiller et al.
2002). Para a forma inactiva (Figura 28 em Anexos) verificou-se um aumento 
da intensidade de fluorescência para todos os catiões adicionados, 
exceptuando o Fe3+ e o Cu2+ que, à semelhança da forma activa, promoveram 
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uma diminuição da intensidade de fluorescência. Os espectros de excitação da 














































































Figura 23 – Variação nos Espectros de emissão e excitação de fluorescência da forma 
activa da Pvpp NB3L na presença de iões metálicos e EDTA. Purificação pelo Método 2, 
redissolução em HCl 0.1 M e adição de tampão acetato 0.5 M pH 5.0, na presença de iões
metálicos e EDTA. λexc (activa) = 409 nm e λem (activa) = 470 nm. (A) Al3+; (B) Fe3+; (C) Cu2+; 
(D) Na+. Sem adição de nenhum composto (preto); Adição de EDTA (azul); Adição de ião
metálico, consoante o gráfico (vermelho); Adição de ião metálico e de EDTA (verde). 
Na presença de Al3+ (Figura 23A) observa-se um aumento na intensidade 
de fluorescência da Pvpp NB3L. O contorno do espectro de excitação altera-se 
bastante em relação ao inicial, surgindo bandas de excitação a 265 e 300 nm, 
já observadas anteriormente nos espectros de absorção. Surge um ombro no 
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espectro de excitação de fluorescência na presença deste ião metálico, a 420 
nm, com uma intensidade superior à observada para o controlo negativo da 
experiência. A adição de EDTA leva à retoma dos valores de excitação e 
emissão de fluorescência iniciais, bem como a uma redução significativa do 
ombro a 420 nm.
Na presença de Fe3+ (Figura 23B) observa-se uma diminuição da emissão 
de fluorescência, tal como antecipado com base em estudos anteriores (Yoder 
and Kisaalita 2006), e o valor máximo de excitação sofre um desvio para o 
vermelho. Passa a destacar-se preferencialmente uma banda, uma vez que 
não surgem as bandas observadas para o Al3+, a 265 e 300 nm. Surge, tal 
como no caso do Al3+, um ombro a 420 nm. Com a adição de EDTA observa-se 
uma retoma da emissão de fluorescência da forma activa, continuando 
presente o ombro a 420 nm referido anteriormente. O espectro de excitação 
aproxima-se do inicial, apesar da banda de excitação mais próxima dos 300 nm 
desaparecer completamente e surgir um ombro mais destacado próximo dos 
420 nm.
Na presença de Cu2+ (Figura 23C), os espectros de emissão e de 
excitação comportam-se de uma maneira peculiar, tanto em relação aos 
anteriormente descritos, como em relação aos espectros nos quais não há 
influência na emissão de fluorescência por parte dos catiões adicionados (por 
exemplo, Figura 23D). A emissão de fluorescência na presença deste ião
metálico diminui para valores próximos dos obtidos com o Fe3+, no entanto o 
espectro de excitação não sofre alterações. Com a adição de EDTA o espectro 
de emissão de fluorescência retoma os valores iniciais, demonstrando-se uma 
vez mais, à semelhança do que acontece para o Fe3+, que ocorreu a formação 
de um complexo entre a Pvpp NB3L e o catião testado. O espectro de excitação 
de fluorescência na presença de EDTA apresenta uma banda centrada a 380 
nm e um ombro próximo dos 420 nm, desaparecendo por completo a banda a 
330 nm.
No caso do Na+, controlo negativo desta experiência, observa-se que a 
adição deste catião não altera espectro de emissão de fluorescência, surgindo 
no entanto bandas de excitação a 265 e 300 nm mais pronunciadas. A adição 
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de EDTA provoca uma ligeira diminuição da intensidade de fluorescência, tanto 
de emissão como de excitação, não se alterando no entanto a forma do 
espectro. No caso da adição do metal Ni2+, observa-se, para a forma inactiva 
(Figura 28F nos Anexos), uma variação no espectro de emissão de 
fluorescência após a adição do metal à solução. No entanto, deverá tratar-se 
de um erro experimental, pois o facto de não se observar um ombro a 420 nm, 
na excitação, leva a rejeitar a possibilidade de formação de um complexo (vide
Discussão). Já para o caso do Ba2+(Figura 27G nos Anexos), desta vez na 
forma activa, a observação de um aumento de fluorescência segue a mesma 
justificação apresentada anteriormente para o Ni2+.
3.4.3. Decaimentos de Intensidade de Fluorescência e Anisotropia de 
Fluorescência em Estado Estacionário
Foram obtidos os decaimentos de intensidade de fluorescência da Pvpp
NB3L a dois valores de pH diferentes, utilizando-se o Método 1 para pH neutro, 
e o Método 2 para pH ácido. As amostras foram excitadas a 370 nm, ocorrendo 
uma excitação preferencial da forma inactiva, apresentando-se os resultados 
na Figura 24.
Os decaimentos de intensidade de fluorescência da Pvpp NB3L, em 
ambas as condições, são descritos por uma soma de três exponenciais. 
Observou-se que todas as componentes de tempo de vida (τ) de ambos os 
decaimentos apresentam valores que grosso modo duplicam quando o pH 
passa de ácido para neutro. Para a Pvpp NB3L em ambiente acídico, as 3 
componentes de tempo de vida apresentam valores de 1.19, 3.45 e 7.68 ns, 
com factores pré-exponenciais respectivos de α1= 0.52 α2= 0.41 α3= 0.07, 
sendo o tempo de vida médio de fluorescência (dado pela Equação 7) de 3.8 
ns. Para a Pvpp NB3L, em pH neutro, determinaram-se valores de tempo de 
vida de 2.30, 6.22 e 15.80 ns, para as várias componentes, com α1= 0.40 α2= 
0.59 α3= 0.01, respectivamente, e um tempo de vida médio de fluorescência de 
5.8 ns. Esta duplicação dos tempos de vida das componentes encontra-se 
provavelmente associada à protonação dos grupos hidroxilo do Chr, que vão 
alterar as propriedades de fluorescência da molécula. No entanto, o estado de 
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protonação também pode alterar as propriedades quelantes dos iões metálicos, 
nomeadamente a afinidade para o Fe3+, o que poderá provocar variações ainda 
































Figura 24 – Decaimentos de intensidade de fluorescência da Pvpp NB3L. λexc = 370 nm e 
λem = 490 nm; Método 1, em tampão KH2PO4 0.05 M a pH 7.0 (vermelho); Método 2, em HCl 
0.1 M (azul).
A apo-Pv a pH 4 (Folschweiller et al. 2002) tem um decaimento menos 
complexo do que o aqui apresentado, bem com a pH 7.0, e dado que na 
presente experiência se encontra a forma totalmente protonada a pH 7.0, os 
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dados sugerem fortemente que a molécula se possa encontrar parcialmente 
complexada a um ou mais iões metálicos. Dado estar a ocorrer a excitação 
preferencial da forma inactiva com o comprimento de onda utilizado, os 
resultados observados deverão corresponder a uma mistura da excitação de 
um complexo Fe3+-Pvpp NB3L e da apo-Pvpp NB3L.
Com o intuito de compreender melhor o comportamento em solução da 
Pvpp NB3L estudou-se a anisotropia, da forma activa e inactiva, para a 























Figura 25 – Anisotropia de Fluorescência em Estado Estacionário da Pvpp NB3L. λexc 
(activa) = 409 nm λexc (inactiva) = 365 nm; Método 1, ensaio em KH2PO4 0.05M pH 7.0; 
Método 2, ensaio em HCl 0.1M pH 1.0. Resultados são média de 7 medições ± desvio 
padrão.
A incidência de luz com uma determinada polarização na amostra vai 
excitar preferencialmente os fluoróforos cujo momento de transição de 
absorção tenha uma orientação paralela à polarização da luz. A difusão 
rotacional leva a uma alteração da direcção do momento de transição e, 
consequentemente, a uma despolarização de radiação emitida. A difusão 
rotacional mais lenta leva a uma menor despolarização dessa radiação, e 
portanto, a um valor de anisotropia superior. Assim, diminuição da temperatura, 
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aumento de viscosidade e maior raio hidrodinâmico da molécula levam, 
geralmente, a aumentos do valor de anisotropia de fluorescência.
Comparando a forma activa e inactiva verifica-se que, em tampão KH2PO4
0.05M pH 7.0, não existe uma diferença significativa entre a anisotropia de 
ambas as formas. No entanto, em HCl pH 1.0, observa-se uma diferença 
significativa no valor de anisotropia entre a forma activa e inactiva. Observa-se 
também uma anisotropia superior, tanto para a forma activa como para a forma 
inactiva, a pH 1.0, comparativamente ao valor registado a pH 7.0.
Uma vez que se determinou que o tempo de vida médio de fluorescência 
é mais longo a pH neutro do que a pH ácido, um dos factores a ter em 
consideração é o efeito do tempo de vida de fluorescência na anisotropia de 
fluorescência em estado estacionário. Com o intuito de determinar o tempo de 
correlação rotacional, para comparar os valores obtidos entre as várias formas 
e posteriormente com a literatura, utilizou-se a equação de Perrin modificada 







onde r corresponde ao valor médio de anisotropia em estado estacionário, 
r0 ao valor fundamental de anisotropia, θ é o tempo de correlação rotacional e τ
é o tempo de vida determinado pelos decaimentos de intensidade de 
fluorescência, utilizando o tempo de vida médio. Dado tratar-se de uma 
aproximação, e visto que os resultados são uma mistura de duas formas em 
solução, não foram calculados valores com erros associados, utilizando-se o 
tempo de vida médio, ao invés da decomposição da Equação 10 num 
somatório.
Para o cálculo dos tempos de difusão rotacional utilizou-se o valor de 
anisotropia fundamental de 0.394, determinado em glicerol 75% (w/w) a -50 ºC 
(Folschweiller et al. 2002). Utilizou-se o tempo de vida médio da forma inactiva,
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para os cálculos do tempo de correlação rotacional da forma activa. Obtiveram-
se os seguintes valores para cada uma das formas: θ (forma activa – pH 1.0)= 
0.9 ns; θ (forma activa – pH 7.0)= 1.2 ns; θ (forma inactiva – pH 1.0)= 1.0 ns; θ
(forma inactiva – pH 7.0)= 1.2 ns.
3.4.4. Influência da Temperatura na Fluorescência e Determinação do 
Rendimento Quântico
Na continuidade dos estudos das propriedades espectroscópicas deste 
sideróforo, estudou-se o efeito da temperatura na emissão e excitação de 
fluorescência em estado estacionário.
Na Figura 26A (forma activa) e Figura 26B (forma inactiva) observam-se 
os efeitos provocados pela variação de temperatura nos espectros de excitação 
e de emissão da Pvpp NB3L. Observa-se que não ocorrem alterações marcadas 
na forma dos espectros, ocorrendo apenas uma diminuição da intensidade de 
fluorescência à medida que a temperatura aumenta. Consequentemente, é 
possível aplicar a equação de Arrhenius aos dados obtidos. Foram então 
traçados gráficos do logaritmo do inverso da intensidade de fluorescência em 
função do inverso da temperatura absoluta, onde se observa mais uma vez a 
diminuição da intensidade de fluorescência com a temperatura, quer na 
emissão como na excitação de ambas as formas (Figura 26C e Figura 26D). 
Esta diminuição é esperada uma vez que a maior parte dos processos não 
radiativos que competem com a emissão de fluorescência são activados 
termicamente (rotações, torções, vibrações moleculares e colisões) (Berezin 

























































































Figura 26 – Influência da temperatura na emissão e excitação de fluorescência da Pvpp
NB3L. Purificação pelo Método 1, medidas em tampão KH2PO4 0.05 M pH 7.0. (A) Forma 
activa; (B) forma inactiva. 42 ºC (preto) 12 ºC (vermelho). Gráficos de Arrhenius da
intensidade de fluorescência da forma activa (C) e da forma inactiva (D) da Pvpp NB3L. 
Intensidade máxima de fluorescência, a cada temperatura e de cada forma de emissão 
(preto) e de excitação (vermelho). λexc (activa) = 409 nm e λem (activa) = 490 nm; λexc
(inactiva) = 365 nm λem (inactiva) = 435 nm. 
Para a determinação do rendimento quântico desta molécula utilizou-se 
sulfato de quinino, um fluróforo utilizado como padrão de rendimento quântico, 
aplicando-se posteriormente a Equação 8. O rendimento quântico é um 
parâmetro relevante, visto reflectir a quantidade de fotões emitidos em relação 
aos que são absorvidos pelo fluoróforo. Obteve-se um rendimento quântico 
para a forma inactiva, isolada pelo Método 1, a pH ácido, de ΦF= 3.6 ± 0.7 %. 
Como a forma do espectro de emissão não se altera significativamente entre a 
forma inactiva e activa, mesmo a diferentes valores de pH (abaixo de 10.5),
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calculou-se o rendimento quântico da forma activa por comparação com a 
forma inactiva. Assim sendo, como a intensidade de fluorescência da forma 
activa a pH neutro é cerca de 5 vezes superior à forma inactiva a pH ácido, o 




Neste trabalho procurou-se estudar a estirpe bacteriana previamente 
isolada do complexo C. viridis, isolar a molécula fluorescente produzida por 
esta bactéria, determinar a sua estrutura molecular e caracterizar as suas 
propriedades. Foi dado especial ênfase à caracterização das propriedades de 
fluorescência da Pvpp NB3L, no que diz respeito à variação desta propriedade 
espectroscópica com o pH, à interacção com diferentes catiões e soluções 
tampão.
A caracterização do crescimento celular dos microorganismos isolados do 
complexo C. viridis foi consistente com os dados obtidos anteriormente, no que 
diz respeito às temperaturas óptimas de crescimento, onde um aumento de 
temperatura proporcionou um tempo de duplicação menor (maior velocidade de 
divisão) (Alves da Mata 2008). Os resultados obtidos anteriormente para a 
mistura das duas estirpes bacterianas, designadas como NB3L e NB3G, 
apontavam para um melhor crescimento numa concentração de 50 g/L de fonte 
de carbono suplementada. No entanto, optou-se por uma concentração de 5 
g/L por questões económicas, já que o objectivo principal não era o estudo das 
condições ideais de crescimento, mas sim a produção de Pvpp NB3L para os 
estudos posteriores. Observou-se que um aumento de 4 ºC na temperatura de 
incubação, e da agitação para o dobro, reduziu em 20 min o tempo de 
duplicação. É provável que o patamar observado em todas as curvas de 
crescimento se deva à complexidade do meio utilizado, correspondendo a uma 
fase diaúxica durante a qual os microorganismos adaptam o seu metabolismo 
para consumirem os restantes nutrientes ainda presentes. O crescimento 
independente das duas estirpes isoladas permitiu verificar que o tempo de 
duplicação destas em conjunto corresponde à média dos tempos de duplicação 
de cada estirpe isolada, sugerindo a ausência de relações simbióticas ou de 
competição entre elas.
A análise do rRNA 16S da estirpe NB3L permitiu a sua identificação como 
uma estirpe de P. putida. A estirpe NB3G foi identificada como sendo uma E. 
aerogenes, não se explorando no entanto esta estirpe mais detalhadamente 
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dado não ser particularmente relevante para o presente trabalho, já que não 
apresenta fluorescência. A existência de espécies do género Pseudomonas
associadas a organismos marinhos, em particular esponjas, foi previamente 
documentada (Dieckmann et al. 2005; Romanenko et al. 2005a), estando estas 
bactérias muitas vezes associadas a sinais de contaminação do meio marinho 
por parte de esgotos, juntamente com bactérias do género Enterobacter
(Kefalas et al. 2003). Para confirmar esta hipótese seria necessário recolher 
outra amostra do complexo C. viridis, de um local diferente, no entanto tal não 
foi possível no decurso do trabalho.
No isolamento deste fluoróforo, o primeiro passo de purificação, a 
precipitação com NaOH, revelou-se bastante eficiente na separação da 
molécula de outros compostos do meio. Observando a estrutura molecular da 
Pvpp NB3L, a precipitação a valores de pH básicos superiores a 10.5 parece 
uma consequência natural da existência de seis aminoácidos num total de nove 
com cadeias laterais protonáveis, onde os valores básicos promovem uma 
insolubilidade acrescida da Pvpp NB3L, mesmo em ambiente aquoso. 
Comparativamente à literatura, apenas um artigo refere alterações profundas 
nas propriedades espectroscópicas de uma Pv, com 5 aminoácidos protonáveis 
em 7, ocorrendo a degradação a pH 13.48 (Boukhalfa et al. 2006). Na Pv 
estudada por Boukhalfa e colaboradores, existe um total de 10 grupos 
protonáveis, dos quais 8 são grupos hidroxilo. Na Pv estudada no presente 
trabalho, existe um total de 10 grupos protonáveis, dos quais apenas 6 são 
grupos hidroxilo, sendo os restantes grupos amina e amida. A diferença entre 
as duas Pv’s, principalmente no que diz respeito ao número de grupos amida, 
pode ser interpretado como o motivo que gera uma precipitação a valor de pH 
inferior em relação ao descrito na literatura. A utilização da solução tampão de 
KH2PO4 no Método 1, parece influenciar a solvatação da Pvpp NB3L, 
provavelmente pela formação de ligações electroestáticas entre os iões fosfato 
e os aminoácidos protonáveis da Pvpp NB3L. A solubilização desta molécula 
em tampão KH2PO4 interfere directamente com o espectro de absorção, como 
se observa na Figura 11, indicando que este não será o melhor processo para 
a purificação da Pvpp NB3L. A lavagem com acetona, no Método 2, remove as 
moléculas de água, promovendo a agregação do fluoróforo. Tal obriga a uma 
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redissolução em HCl, de modo a protonar os grupos hidroxilo e amina que 
permitem a solvatação da Pvpp NB3L. Quando tentada a redissolução do 
fluoróforo, purificado pelo Método 2 na solução tampão de KH2PO4, esta não 
ocorre, reforçando as conclusões anteriores. De igual modo, os ensaios de 
solubilidade realizados demonstram que esta molécula é extremamente 
hidrófila, sendo insolúvel em compostos com momento dipolar e constante 
dieléctrica próximos da água (µ=1.85 D e d= 80 F/m) como são o metanol 
(µ=1.7 D e d= 33 F/m) e a formamida (µ=3.74 D e d= 109 F/m). A precipitação 
obtida com a saturação do meio com etanol, a uma concentração de 80% (v/v),
demonstra mais uma vez a hidrofilicidade desta molécula. Alterações profundas 
a valores de pH superiores a 10.5 e a hidrofilicidade elevada foram 
documentadas apenas num estudo, em que ocorria a degradação a pH 13.48 
da Pv (Boukhalfa et al. 2006), tendo sido descrita uma elevada solubilidade 
desta molécula em ambientes aquosos com acetona e etanol em percentagens 
elevadas (Elliot  1958), em toda a gama de valores de pH (Elliot  1958; 
Boukhalfa et al. 2006).
Comparativamente a outros protocolos de purificação, que envolvem a 
utilização de colunas cromatográficas e processos de adição e remoção de 
iões para uma melhor separação das Pv’s, apresentam-se nesta tese dois
processos mais simples, rápidos e menos dispendiosos de isolar Pv’s, 
aparentemente não alterando a estrutura da Pvpp NB3L. No entanto, é 
necessário ter em conta que este protocolo só é possível dada a precipitação 
da molécula a valores de pH superiores a 10.5, donde poderá ser difícil a sua 
aplicação a outras moléculas da mesma família.
A caracterização estrutural indica, quando comparados os espectros de 
massa com a literatura (Budzikiewicz et al. 2007; Schafer et al. 2006), tratar-se 
de uma Pv (Figura 14). A estrutura foi determinada maioritariamente por MS, 
mas os espectros de NMR 1H e de infravermelho corroboram o modelo 
estrutural proposto. A proposta estrutural da Pvpp NB3L descrita nesta 
dissertação é: Suca-Chr-Gly-Lys-Asp-Orn[Asn]-Leu-Asn[Orn]-Asp-Asp-
cOHOrn, onde [a.a.] indica outro aminoácido possível para a mesma posição. 
O espectro de MS-MS do pico de 640.7 m/z poderá corresponder a um 
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fragmento duma Pv semelhante à proposta, com dois aminoácidos diferentes, 
ou mesmo a um fragmento da cadeia polipeptídica da Pvpp NB3L. É recorrente 
na literatura encontrar-se duas ou mais Pv’s produzidas pela mesma estirpe do 
género Pseudomonas que diferem entre si na cadeia lateral e/ou alguns dos 
aminoácidos (Eldin et al. 1997). Pode também ser correspondente a uma outra 
molécula que tenha sido purificada juntamente com a Pvpp NB3L, não 
identificada.
Na caracterização espectroscópica da Pvpp NB3L detectou-se a existência 
de várias bandas de absorção, com máximos a 234, 265 e 409 nm. A banda 
centrada a 407 nm corresponde à transição S0→S1 e a absorção a 
comprimentos de onda inferiores a 300 nm deverá corresponder à transição 
S0→S2. A existência de dois espectros diferentes, de emissão e excitação na 
amostra, podem representar diferentes cenários: (i) duas Pv’s diferentes; (ii) 
formação de um dímero; (iii) a existência de duas formas diferentes da Pvpp
NB3L no estado fundamental; (iv) o mesmo fluoróforo com dois estados 
excitados quase iso-energéticos (v) uma das formas corresponde à Pvpp NB3L 
e a outra ao Chr sem a cadeia polipeptídica. A primeira hipótese é suportada 
por dados da literatura, uma vez que vários autores isolaram, da mesma 
espécie, duas Pv’s diferentes (Demange et al. 1990a; Demange et al. 1990b). 
Nos espectros de massa é possível observar um pico a 640 m/z não justificado, 
com um padrão de fragmentação semelhante ao observado no espectro de 
ESI-MS completo. Este facto pode indicar a presença de duas Pv’s que diferem 
apenas num ou dois aminoácidos da estrutura apresentada. A hipótese da 
formação de um dímero foi excluída com o ensaio de absorvência realizado a 
diferentes concentrações de Pvpp NB3L (Figura 19). Caso ocorresse a 
formação de um dímero no estado fundamental, seria de esperar uma 
alteração no espectro de absorção, passando a molécula a absorver a 
comprimentos de onda superiores ou inferiores, consoante a orientação do 
dímero (Valeur 2002). Os resultados contrariam essa hipótese, ao 
apresentarem uma dependência linear entre a concentração e a absorvência,
numa gama elevada de valores da última. A terceira hipótese é viável a valores 
de pH em que existam ambas as formas, protonada e semi-protonada, ou 
forma ligada a algum ião e outra não ligada. A determinação de um tempo de 
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correlação rotacional ou um raio hidrodinâmico semelhantes pela anisotropia, 
entre as forma activa e inactiva, a diferentes valores de pH, exclui a existência 
do Chr isolado da cadeia lateral. Tendo em conta todos os resultados obtidos, e 
quando comparado com a literatura, verifica-se que a quarta hipótese é a mais 
provável, onde a forma activa irá corresponder à apo-Pvpp NB3L e a forma 
inactiva à Fe3+- PvppNB3L.
O comportamento do fluoróforo estudado a diferentes valores de pH é 
evidente na Figura 20, ocorrendo um desvio para o vermelho tanto no espectro 
de excitação como de emissão, de ambas as formas, com o aumento de pH. 
Foram calculados 3 valores de pKa que influenciam as propriedades 
espectroscópicas da Pvpp NB3L. Na estrutura desta molécula, destaca-se a 
existência de 10 grupos protonáveis, dos quais 6 são grupos hidroxilo 
(carboxilo ou não) e 4 aminas ou amidas. Na Pv produzida pela P. putida ATCC 
33015 (Boukhalfa et al. 2006), os valores de pKa típicos dos grupos hidroxilo 
pertencentes ao Chr são de 12.88 ± 0.30 ou 10.8 para um e de 6.40 ± 0.30, ou 
5.7 para o outro. Para a cOHOrn os valores encontrados na literatura são de 
8.12 ± 0.30 ou 8.4, correspondente ao pKa2 da Pvpp NB3L. Para o Asp 
encontram-se valores de 3.48 ± 0.11, ou de 4.2 (Palanche et al. 2004) e para 
as cadeias laterais de resíduos de lisina os valores típicos são cerca de 10. 
Dado que os valores de pKa foram determinados por espectroscopia 
electrónica (de absorção e de emissão), estes devem corresponder a grupos 
protonáveis associados directamente ao cromóforo (Boukhalfa et al. 2006). 
Logo, a atribuição dos dois primeiros valores de pKa determinados no presente 
trabalho é feito aos dois grupos hidroxilo associados ao cromóforo. Apesar dos 
valores diferirem em 2 unidades de pKa, relativamente aos valores da literatura 
(10.8 para 8 e 6.4 para 4, respectivamente), esta diferença ocorre também no 
valor de pH ao qual a Pvpp NB3L se torna instável em solução, visto precipitar a 
valores muito inferiores aos quais ocorre a degradação da Pv estudada na 
literatura (Boukhalfa et al. 2006). Relativamente ao outro valor de pKa
determinado, 11.7 ± 0.5, a variação nos valores de absorvência ou intensidade 
de fluorescência resulta, essencialmente, da precipitação da Pvpp NB3L,e 
poderá ser uma média de vários valores de pKa de grupos amina, como sejam 
de Orn, Asn e Lys, pois todos apresentam valores de pKa nessa gama. Ao 
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desprotonarem, vão perder carga e diminuir a solubilidade da molécula, e 
assim originar a sua precipitação. A diferença observada nos valores de pKa1,
determinados pela absorção e pela fluorescência, pode ser atribuída à 
existência de um pKa* da molécula no estado excitado ligeiramente superior ao 
valor detectado pela absorção (pKa no estado fundamental).
Esperar-se-ia que a forma inactiva, correspondendo à molécula 
complexada com o catião Fe3+, apresentasse valores substancialmente mais 
baixos de pKa nos grupos que estão envolvidos na coordenação do metal 
(Boukhalfa et al. 2006), no entanto os valores são semelhantes aos da forma 
activa. A ausência de replicados da forma activa e inactiva, purificada pelo 
Método 2, impedem o cálculo dos valores de pKa para a forma complexada 
com o Fe3+, bem como a sua comparação com os valores da forma apo-Pvpp
NB3L obtidos. No entanto, a ausência de pKa detectável a valores de pH 
elevados, leva a crer que o grupo responsável por esse valor não se encontra 
envolvido na complexação do metal.
Observam-se também variações na intensidade de fluorescência e de 
absorvência da Pvpp NB3L com o pH, sendo em ambiente neutro e básico, 
inferior a pH 10.5, favorecida a emissão e absorção da molécula. É então 
possível concluir que a forma semi-protonada da Pvpp NB3L é responsável pela 
emissão de fluorescência, e que os grupos hidroxilo ligados ao Chr têm grande 
influência nas propriedades emissivas da molécula. A forma totalmente 
protonada é insolúvel, no entanto não apresenta qualquer limitação no que diz 
respeito à emissão de fluorescência. A observação de uma variação de 
intensidade de fluorescência superior à variação de intensidade de absorção, 
para os mesmos valores de pH básicos, estará muito provavelmente 
relacionada com a dependência da intensidade de fluorescência tanto do 
rendimento quântico como do coeficiente de absorção molar (IF α ΦFεcl), ao 
contrário do que sucede com a absorção, que depende apenas do coeficiente 
de absorção molar.
As Pv’s, são capazes de formar complexos com vários iões metálicos, 
propriedade necessária para a sua função enquanto sideróforos. No entanto, 
nem sempre o complexo de Fe3+ é o que apresenta maior constante de 
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estabilidade (Yoder and Kisaalita 2006). Foram testados alguns catiões mais 
comuns na água do mar, onde se verificou que Fe3+, Cu2+ e Al3+ provocavam 
alterações no espectros de emissão e de excitação da forma activa, como já 
havia sido demonstrado para outras Pv’s (Yoder and Kisaalita 2006). Verificou-
se igualmente que a influência dos catiões testados na forma inactiva era 
análoga para todos. A formação de um complexo metálico com uma Pv 
depende de vários factores: (i) raio iónico; (ii) densidade de carga; (iii) número 
de coordenação; (iv) ligandos envolvidos na formação do complexo. As 
alterações nos espectros de excitação, tanto da forma activa como da forma 
inactiva, na presença de Na+, sugerem a formação de ligações electrostáticas 
com os catiões Na+. Ao formar-se este complexo, a transição S0→S2 é 
permitida e surgem bandas a comprimentos de onda menores ou iguais a 300 
nm. Este efeito verifica-se para os outros catiões que não promovem nenhuma 
alteração na emissão da forma activa, tal como o Zn2+. Seria expectável, para 
iões divalentes como o Ba2+, que a adição de EDTA tornasse proibida a 
transição electrónica S0→S2, por remoção dos iões que favorecem a 
estabilização da estrutura. No entanto, dado que o EDTA adicionado vem 
complexado com Na+, o efeito electroestático mantém-se, promovido agora por 
este, ao invés dos outros catiões, que são complexados e removidos pelo 
EDTA.
Com a adição de Fe3+ e Cu2+ verifica-se a ausência das bandas de 
excitação referidas anteriormente, acompanhado duma diminuição na emissão 
de fluorescência. Com o primeiro metal ocorre uma diminuição nas bandas 
correspondentes à transição S0→S2 enquanto que para o Cu2+ as bandas 
permanecem iguais. O efeito da coordenação de cada metal é diferente, dadas 
as diferenças de carga, raio iónico e configuração electrónica. 
O ombro que surge a 420 nm, para o Fe3+, Cu2+ e Al3+, é sinal da 
formação de um complexo catião-Pv, sendo correspondente a uma banda de 
transferência de carga (Boukhalfa et al. 2006). Verifica-se então que, mesmo 
após a adição de EDTA, esta banda continua presente. Estes resultados 
sugerem que a capacidade quelante da Pvpp NB3L é superior à do EDTA, nas 
condições do ensaio, ou seja, com uma solução tampão acetato e a um valor 
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de pH de 5.0. Estes resultados podem ser parcialmente explicados pelo facto 
de, a pH 5.0, o EDTA se encontrar semi-protonado, e sem a desprotonação 
dos grupos envolvidos na formação do complexo catião-EDTA, não lhe é 
possível quelatar os catiões presentes em solução ligados à Pvpp NB3L. 
A existência de um efeito geral dos catiões para a forma inactiva indica 
que esta se trata da forma Pv-Fe3+. A emissão de fluorescência na forma activa 
diminui com a adição deste ião metálico, e está centrada no mesmo valor que a 
da forma inactiva. A emissão resultante da excitação da amostra a 370 nm 
provém de uma mistura da forma activa e da forma inactiva, como já foi 
discutido anteriormente. Com a adição de catiões, mesmo aqueles que não 
produzem efeito na forma activa, vai ocorrer a formação de complexos catião-
Pv, por efeitos de concentração superior do catião adicionado em relação ao 
Fe3+ ligado à Pvpp NB3L, à semelhança do que ocorre para o Na
+. Isto leva a 
que ocorra um aumento na intensidade de fluorescência da forma inactiva 
como resultado da contribuição da forma activa ser superior com a remoção do 
ião metálico ligado à Pvpp NB3L. Os resultados da adição de EDTA corroboram 
esta hipótese, já que este vai complexar o Fe3+ em solução, levando a que o 
espectro da forma inactiva se assemelhe ao da forma activa. O 
desaparecimento das bandas a 265 e a 300 nm no caso do Cu2+ e do Fe3+
deve-se provavelmente a uma alteração da simetria das orbitais moleculares, 
devida à coordenação com estes catiões. A inexistência da banda 
correspondente à transição S0→S2 para estes iões pode dever-se a um de dois 
factores: ou a transição se torna proibida, e nesse caso não surgirá nos 
espectros de absorção qualquer banda; ou existe um outro processo não 
radiativo bastante eficiente a partir de S2, que promove o desaparecimento 
desta banda apenas no espectro de excitação.
É ainda importante realçar que a experiência é realizada a um pH próximo 
do correspondente ao máximo de emissão de fluorescência, ou seja, da forma 
semi-protonada, como foi discutido anteriormente. Sendo a forma semi-
protonada, e existindo um controlo de pH por parte da substância tampão, a 
formação de complexos metal-Pv torna-se mais dificil. A sua formação é 
favorecida pela presença de grupos hidroxilo desprotonados, podendo esta ser 
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a razão de não se observar uma extinção total na emissão de fluorescência 
com a adição de Fe3+ e Cu2+.
Relativamente aos decaimentos de fluorescência e à anisotropia de 
fluorescência em estado estacionário, tanto quanto foi possível apurar, existe 
apenas um estudo detalhado das propriedades de fluorescência de uma Pv
(Folschweiller et al. 2002). No presente trabalho obtiveram-se 3 componentes 
que descrevem o decaimento de fluorescência da Pvpp NB3L, tanto a pH ácido 
como neutro. Os valores a pH ácido são aproximadamente metade dos valores 
a pH neutro. No entanto, os valores a pH ácido são superiores aos 
documentados na literatura para pH 4.0, o que não é de esperar, já que com o 
aumento de pH os tempos de vida tendem a aumentar. Para a Pvpp NB3L os 
valores médios de tempo de vida obtidos foram de <τ>=3.8 ns (pH 1.0) e 
<τ>=5.8 ns (pH 7.0). Já para a PaA da espécie P. aeruginosa ATCC 15692, a 
forma apo apresenta os valores de tempo de vida médios <τ>=6.22 ns (pH 4.0), 
<τ>=2.94 ns (pH 7.0) e <τ>=2.56 ns (pH 8.5), onde o decaimento a pH 4.0 só 
tem uma componente e os outros dois, três componentes. Para formas 
complexadas com iões, os valores são: <τ>=6.09 ns (Ga3+, pH 8.5) e <τ>=6.20 
ns (Al3+, pH 8.5) (Folschweiller et al. 2002). Comparando os resultados da 
literatura, verifica-se que a presença de Ga3+ ou Al3+ praticamente triplica o 
tempo médio de vida para o mesmo valor de pH, eliminando as duas 
componentes mais curtas do decaimento. Comparativamente aos resultados 
obtidos para a Pvpp NB3L, os tempos médios de vida aproximam-se mais dos 
valores das formas ligadas a catiões que das formas apo, o que indica a 
presença da Pv-Fe3+. No entanto, os decaimentos de intensidade de 
fluorescência obtidos na presente dissertação apresentam três componentes. 
Esta diferença sugere a presença da forma complexada com um ião metálico e 
da forma apo em solução, observando-se então uma mistura do decaimento de 
ambas. As diferenças observadas nos valores dos tempos de vida podem ser 
causadas por esta mistura, e também poderão dever-se a diferenças nos
comprimentos de onda de excitação e de emissão utilizados. A pH neutro, a 
componente longa de 15.80 ns poderá dever-se a uma interacção da Pvpp
NB3L com catiões presentes no tampão, já que na literatura não existe 
nenhuma componente de decaimento tão longa.
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Através dos resultados de anisotropia de fluorescência em estado 
estacionário, e dos decaimentos de intensidade de fluorescência, é possivel 
estudar a difusão da Pvpp NB3L nos seus diferentes estados, e consoante o 
método de isolamento utilizado, calculando posteriormente o tempo de 
correlação rotacional. Ao utilizar um tempo de vida correspondente à mistura 
da forma apo e da forma complexada, vai-se observar tempos de difusão 
rotacional que poderão variar ligeiramente em relação aos da literatura, daí o 
cálculo não ter sido efectuado com erros associados. Na literatura, o tempo de 
correlação rotacional calculado para a forma apo da PaA ATCC 15692 é de θ
(pH 4.0) = 0.67 ± 0.08 ns, enquanto que para as formas complexadas é de θ
(Ga3+,pH 8.5) = 0.97 ± 0.03 ns e θ (Al3+,pH 8.5) = 0.80 ± 0.09 ns (Folschweiller 
et al. 2002). Em relação aos dados da literatura, verifica-se que a presença de 
um ião aumenta o tempo de correlação rotacional. Nos dados da presente 
dissertação, os tempos de correlação rotacional, a pH 1.0, são inferiores aos 
valores a pH 7.0, tanto para a forma activa como para a forma inactiva. Dado 
que a forma inactiva será provavelmente a Pvpp NB3L complexada com Fe
3+, o 
facto de obtermos valores superiores para a forma inactiva em relação à forma 
activa é expectável, uma vez que a forma inactiva tem uma estrutura mais 
rígida, rodando mais lentamente, o que vai aumentar os valores de, estando 
esta observação de acordo com os dados da literatura. A diferença observada 
entre os tempos de difusão rotacional com a variação do pH deve-se 
provavelmente à existência de uma maior concentração de Pv-Fe3+ a pH 7.0, 
um valor de pH para o qual os grupos hidroxilo (pKa ≈ 4.0), responsáveis pela 
complexação do ião metálico, já estão desprotonados não ocorrendo a
competição entre o Fe3+ e os protões para os grupos hidroxilo.
Em suma, é possível concluir que a forma activa corresponde à apo-Pv e 
a forma inactiva à Pv-Fe3+. No entanto, é necessário ter em conta que a 
excitação da apo-Pv na forma totalmente protonada ocorre a comprimentos de 
onda semelhantes aos da excitação da Pv-Fe3+, próximo dos 370 nm. Apesar 
da forma férrica apresentar uma emissão menos intensa, a absorção deverá 
manter-se semelhante à forma totalmente protonada da Pv. Assim sendo, os 
espectros de absorção conterão relativamente mais informação e serão mais 
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sensíveis à forma férrica, enquanto que os espectros de fluorescência serão 
mais úteis para o estudo da Pioverdina livre. 
No ensaio realizado a várias temperaturas constatou-se uma diminuição 
“à Arrhenius” da intensidade de fluorescência com o aumento de temperatura, 
o que está de acordo com o conhecido facto de que a maior parte dos 
processos não radiativos que competem com a emissão de fluorescência são 
activados termicamente (rotações, torções, vibrações moleculares e colisões)
(Berezin and Achilefu 2010). Observa-se que os gráficos (Figura 26C e Figura 
26D) são essencialmente lineares. Este resultado parece indicar que não há 
alteração das espécies emissoras com a temperatura, o que está de acordo 
com a manutenção da forma dos espectros e os ensaios de estabilidade 
térmica da Pvpp NB3L. Aparentemente, há um ligeiro desvio à linearidade para 
a forma activa na gama de temperaturas mais baixas. No entanto, as variações 
de temperatura podem provocar alterações de pH, o que influencia o equilíbrio 
de protonação da Pvpp NB3L e consequentemente o seu rendimento quântico 
e, talvez mais importante, a alteração de viscosidade da solução, que vai 
reduzir a eficiência dos processos não radiativos acima descritos. Este conjunto 
de processos não permite que o pequeno desvio à linearidade seja mais 
informativo.
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5. Considerações Finais e Perspectivas
Neste trabalho, procedeu-se à caracterização da estirpe bacteriana, 
isolada previamente do complexo marinho C. viridis, e à caracterização 
estrutural e espectroscópica da Pv por ela produzida. Estes estudos revelaram 
algumas propriedades até hoje não documentadas, que poderão ajudar a 
compreender melhor alguns resultados da literatura e, futuramente, ser um 
ponto de partida para a compreensão do papel da fluorescência das Pv’s no 
crescimento e metabolismo das espécies que as produzem. 
Para atingir os objectivos deste trabalho foi necessário recorrer a uma 
multiplicidade de técnicas, desde a sequenciação do 16S rRNA da estirpe, 
espectroscopias várias, espectrometria de massa, entre outras, mas 
fundamentalmente à espectroscopia de fluorescência em estado estacionário e 
resolvida no tempo. 
A caracterização da estirpe designada como P. putida NB3L apresenta-se 
bastante preliminar. A associação de uma P. putida ao complexo C. viridis não 
tinha sido ainda descrita. Ensaios metabólicos, e mais especificamente, a 
análise do DNA GyrB e rpoD (Yamamoto and Harayama 1998), poderão definir 
se a estirpe isolada se trata, de facto, duma estirpe nunca anteriormente 
identificada.
Estudos anteriores demonstram que a produção de Pv depende da 
concentração do ião Fe3+ presente no meio de cultura (Meyer and Abdallah 
1978; Cody and Gross 1987; Manwar et al. 2004). Assim sendo, e embora 
tenha sido efectuado o crescimento celular da bactéria, é necessário 
caracterizá-lo em diferentes concentrações deste ião, acompanhando a 
produção de Pv por espectroscopia UV-Vis e espectroscopia de fluorescência 
em estado estacionário. Estes estudos servirão para averiguar se a função ou 
uma das funções desta molécula é a captação e transporte de ferro e poderão 
ser úteis para determinar a concentração ideal deste catião para a produção 
máxima de fluoróforo e para o crescimento celular.
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Na purificação da Pvpp NB3L descobriu-se um método mais eficaz, rápido 
e economicamente mais apelativo de purificar estes sideróforos, sendo no 
entanto de realçar que a precipitação da Pvpp NB3L a valores de pH superiores 
a 10.5 é uma propriedade que aparentemente ainda não foi documentada, 
indiciando dificuldades na aplicação deste mesmo método a outras moléculas 
semelhantes. No entanto, o uso de métodos mais sofisticados de isolamento da 
Pvpp NB3L poderá ser necessário para esclarecer a produção de duas Pv’s 
com cadeias de aminoácidos ligeiramente diferentes, ou de uma outra molécula 
responsável pelo valor de 640 m/z observado no espectro de ESI-MS. Neste 
campo, a aplicação de colunas de afinidade para o ião Fe3+(processo de 
purificação com base na solubilidade de complexos de ferro em solventes 
orgânicos) (Meyer and Abdallah 1978) ou Cu2+ (Xiao and Kisaalita 1995), com 
posterior análise por MS e NMR de fracções com absorção relevante a 400 nm,
poderá resolver esta questão. O estudo da purificação desta molécula com 
recurso a uma precipitação induzida por elevada concentração de etanol é 
também um passo a ter em conta, pois poderá auxiliar na obtenção de uma 
amostra mais pura.
Na caracterização estrutural obteve-se um modelo proposto
essencialmente a partir dos espectros de massa, mas que é coerente com toda 
a informação espectroscópica de FT-IR, absorção UV-Vis, fluorescência, NMR 
de protão, e com o comportamento em solução da molécula. No entanto, a 
impossibilidade de se obter espectros de NMR de 13C dado a molécula se 
decompor em solução a pH ácido durante a realização dos ensaios, mostra ser 
necessária a sua realização num aparelho de potência superior ao utilizado, 
400 MHz, e/ou a realização de espectros de NMR de estado sólido (de 1H e 
13C), de modo a ser possível aplicar técnicas de correlação de ligações 
múltiplas heteronuclear (HMBC) e correlação quântica múltipla heteronuclear 
(HMQC). Estes dados deverão eliminar algumas dúvidas que persistem na 
sequência de resíduos de aminoácidos, bem como a configuração, D ou L, 
destes. Estes dados permitirão comparar, de forma mais definitiva, e 
aprofundada a estrutura da Pv estudada nesta dissertação com outras, e 
clarificar a relação entre a estrutura e as propriedades deste fluoróforo. A 
presença de outra molécula, ou de uma Pv semelhante à apresentada, só 
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poderá ser confirmada por NMR, ou então pelo uso de colunas 
cromatográficas, como por exemplo de afinidade para o Fe3+ (Meyer and 
Abdallah 1978) ou para o Cu2+ (Xiao and Kisaalita 1995).
Para a Pvpp NB3L verifica-se uma quase ausência de emissão de 
fluorescência a valores de pH ácidos, bem como um desvio para o azul dos 
comprimentos de onda de emissão, excitação e absorção máximos. Estudos 
mais detalhados, principalmente na determinação dos valores de pKa dos 
ligandos envolvidos na complexação dos iões metálicos, efectuando titulações 
na presença e ausência de vários catiões, poderão esclarecer a capacidade 
quelante da Pvpp NB3L relativamente a outras Pv’s descritas na literatura. O 
estudo detalhado da interacção destes iões com a Pvpp NB3L, determinando as 
constantes de afinidade para os vários iões e a velocidade da formação do 
complexo, com a respectiva extinção ou aumento da intensidade de 
fluorescência, poderão relevar-se úteis para futuros ensaios em que se procure 
determinar se existe uma função não só para a emissão de fluorescência desta 
molécula, como também para a ligação a estes iões. A realização de espectros 
de absorção UV-Vis para os ensaios de Fe3+, Al3+ e Cu2+ poderá elucidar se a 
transição S0→S2 se torna realmente proibida, caso não surja nos espectros de 
absorção, ou se existe um outro processo não radiativo bastante eficiente a 
partir de S2, que promove o desaparecimento desta banda.
Nos decaimentos de fluorescência verifica-se que as componentes dos 
tempos de vida são bastante mais longas que as descritas (Folschweiller et al.
2002) mesmo a valores de pH ácidos comparativamente a valores básicos da 
Pv documentada nesse mesmo estudo. Os dados sugerem uma conformação 
mais rígida da Pvpp NB3L, que poderá eliminar algumas vias de relaxação 
electrónica não radiativas. No entanto, estudos do decaimento de fluorescência 
na presença de diversos iões metálicos, e na presença de vários tampões, 
parece essencial para compreender completamente a interacção deste 
sideróforo com o meio que o envolve.
Relativamente aos tempos de correlação rotacional calculados, a 
conversão total da Pvpp NB3L presente em solução numa forma complexada 
com um ião ou na forma apo, poderá auxiliar na determinação de valores mais 
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precisos. A realização de experiências de decaimentos de anisotropia poderá 
igualmente auxiliar na determinação dum tempo de correlação rotacional mais 
preciso, ou até da detecção de mais do que um tempo de correlação rotacional, 
e assim permitir um entendimento mais profundo das propriedades de 
absorção e fluorescência e do comportamento em solução desta molécula.
A determinação do rendimento quântico da molécula purificada pelos 
diferentes métodos, bem como na presença de diferentes metais e valores de 
pH, e a determinação de um coeficiente de absorção molar, é vital para a 
possível aplicação desta molécula em qualquer campo tecnológico. A 
comprovar-se a elevada fotoestabilidade da molécula, esta poderá inclusivé vir 
a ser utilizada como padrão para a determinação do rendimento quântico de 
outros fluoróforos, desde que em condições tais que esteja presente apenas 
uma espécie emissiva. Uma hipótese será a saturação com Al3+, uma vez que 
este ião leva a um aumento da intensidade de fluorescência.
Os resultados obtidos indicam que a Pvpp NB3L se trata de uma nova Pv 
entre todas as documentadas até hoje, principalmente no que diz respeito à 
sua fotoestabilidade em solução, propriedades químicas e espectroscópicas. 
Este estudo e os ensaios posteriores poderão melhorar o conhecimento do 
papel biológico desta família de compostos, principalmente em funções que 
vão além do transporte de ferro para o interior da célula. Estes resultados 
poderão também demonstrar-se essenciais para compreender se as Pv’s 
possuem um papel de Quorum Sensing nas colónias e biofilmes de bactérias, 
principalmente no efeito da fluorescência do Chr nesse âmbito, dada a sua 
interacção com iões metálicos e variações com o pH.
Finalmente, será também interessante averiguar se as características 
aparentemente únicas da Pv estudada neste trabalho se devem às 
características particulares do meio marinho, nomeadamente no que diz 
respeito à concentração dos vários iões metálicos.
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Tabela 3 – Dados da sequenciação da sequência ribossomal do rRNA 16S da estirpe 






























Pseudomonas putida strain xyz-zjut 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
FN421341.1








































Pseudomonas plecoglossicida strain PNP-Y8 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
FJ534639.1




Pseudomonas monteilii strain P-13 16S ribosomal 





Pseudomonas putida strain PCM 2153 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
FJ377542.1
Pseudomonas monteilii strain PNP-A 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU239184.1
Pseudomonas putida strain KNUC266 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU445344.1




Pseudomonas putida strain CUG LPA11 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU878238.1












Pseudomonas putida strain 13-01 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU325942.1




Pseudomonas putida strain G-4-14-1 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU170475.1
























Pseudomonas putida strain A5.5 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
DQ141544.1
Pseudomonas putida strain RW-26 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
DQ141543.1
Pseudomonas putida strain RW-20 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
DQ141541.1
Pseudomonas fulva strain OS-10 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
AF532866.1






Pseudomonas putida strain OW-16 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
AB193952.1












Pseudomonas putida strain ATCC 17453 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
AF094741.1
Pseudomonas putida strain ATCC 17514 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
AY952325.1
Pseudomonas putida strain OW-27 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
AY952324.1
Pseudomonas putida strain OW-19 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
AY952322.1
Pseudomonas putida strain OS-3 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
AY866406.1
Pseudomonas putida strain OS-19 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
AE015451.1 Pseudomonas putida KT2440 complete genome 100% 99%
D83788.1
Pseudomonas putida 16S ribosomal RNA gene, 
strain: K23-1, partial sequence
100% 99%
EU930874.1
Pseudomonas putida strain ZB-16A 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
GU471199.1




















Pseudomonas putida strain CDd-9 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
GU126734.1




Uncultured gamma proteobacterium clone DBS1v72 
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
FJ204928.1






Pseudomonas putida strain M5TSA 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
GQ416423.1
Uncultured Pseudomonas sp. clone F7may1.34 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
GQ416412.1
Uncultured Pseudomonas sp. clone F7may1.23 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
FN421340.1




Pseudomonas putida strain W30 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
GQ246949.1




Pseudomonas putida strain CB2-1 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
AB508859.1








Uncultured bacterium clone nbw684a09c1 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
GQ114774.1
Uncultured bacterium clone nbw683c06c1 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
GQ114118.1
Uncultured bacterium clone nbw681g11c1 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
GQ062458.1
Uncultured bacterium clone nbw32g12c1 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
GQ062370.1
Uncultured bacterium clone nbw31g01c1 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
FJ947054.1




Pseudomonas plecoglossicida strain fA2 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
FJ947051.1












Pseudomonas putida strain SeaH-As4s 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU977238.1






Gamma proteobacterium P802C 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
FJ560476.1




Pseudomonas putida strain CB2-1 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
FJ357602.1
Pseudomonas plecoglossicida strain BBN3C-02d 
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
FJ483525.1








Uncultured bacterium clone 3BH-9GG 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU937969.1
Uncultured bacterium clone 3BH-5GG 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU937959.1
Uncultured bacterium clone 3BH-2GG 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU937945.1
Uncultured bacterium clone 3BH-9D 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU937944.1
Uncultured bacterium clone 3BH-9C 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU937927.1
Uncultured bacterium clone 3BH-4C 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU931564.1
Pseudomonas putida strain ZFJ-9 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU443616.1
Pseudomonas putida strain CUG LPB11 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU693557.1




Pseudomonas sp. AIU 362 gene for 16S rRNA, 
partial sequence
100% 99%
Tabela 4 – Dados da sequenciação da sequência ribossomal do rRNA 16S da estirpe 










Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
28 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EF402885.1
Uncultured bacterium clone SJTU_B_13_69 16S 





Uncultured bacterium clone SJTU_B_05_50 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EF401973.1
Uncultured bacterium clone SJTU_B_02_02 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
GU124502.1
Endosymbiont of Nilaparvata lugens clone T257 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
FJ393309.1
Enterobacter aerogenes strain TCCC11321 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU530476.1
Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
54 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU530474.1
Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
52 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU530465.1
Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
37 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU530455.1
Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
20 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
AB244477.1




Uncultured bacterium gene for 16S ribosomal RNA, 
partial sequence, clone: f10
100% 99%
AB244467.1
















Uncultured bacterium clone SJTU_B_11_55 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EF402437.1
Uncultured bacterium clone SJTU_B_07_88 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EF402329.1
Uncultured bacterium clone SJTU_B_06_49 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
AB099402.1










Enterobacter aerogenes strain JCM1235 16S
ribosomal RNA, partial sequence >dbj|AB004750.1| 




Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
70 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU530462.1
Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
33 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
AM992189.2
Kluyvera cryocrescens partial 16S rRNA gene, 
isolate TS IW 13
100% 99%
FM873978.1




Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
AB244302.1




Uncultured bacterium clone SJTU_B_13_34 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EF402630.1
Uncultured bacterium clone SJTU_B_10_44 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EF402046.1
Uncultured bacterium clone SJTU_B_02_87 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EF401986.1
Uncultured bacterium clone SJTU_B_02_16 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU530473.1
Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
51 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU530472.1
Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
50 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU530470.1
Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
45 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU530469.1
Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
44 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
AB244436.1




Uncultured gamma proteobacterium clone RSB1 





Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
58 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU530471.1
Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
48 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
AM933751.1








Uncultured bacterium clone SJTU_B_14_72 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
GQ478256.1




Enterobacter aerogenes strain T2 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
AB244472.1








Uncultured bacterium clone SJTU_B_02_43 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
AY825036.1
Enterobacter aerogenes strain NTG-01 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
DQ068854.1
Uncultured bacterium clone 6s27 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
AB304397.1
Enterobacteriaceae bacterium HH12 gene for 16S 
ribosomal RNA, partial sequence
100% 99%
EU530464.1
Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
36 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
AB244460.1








Uncultured bacterium clone SJTU_B_07_39 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
FJ593854.1




Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
26 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
FJ009574.1






Uncultured Enterobacteriaceae bacterium clone M7-
53 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
EF402187.1
Uncultured bacterium clone SJTU_B_04_72 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 99%
DQ857896.1
Enterobacter aerogenes strain zjs04 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
FJ976592.1
Enterobacter aerogenes strain LCR83 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
99% 99%
EF102825.1












Raoultella planticola strain XW10 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
EU870375.1












Uncultured bacterium clone s4w18-7 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 99%
NR_028803.1
Kluyvera cryocrescens strain 12993 16S ribosomal 
RNA, partial sequence >gb|AF310218.1| Kluyvera












Uncultured Kluyvera sp. clone F3apr.25 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 98%
FJ165546.1
Uncultured bacterium clone EAP_SON8_WH_58B 
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 98%
AB425051.1








Uncultured bacterium clone nbt83e12 16S ribosomal 













Uncultured bacterium clone 23c02 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 98%
DQ470483.1












Klebsiella ornithinolytica strain ATCC 31898 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 98%
DQ068855.1




Raoultella ornithinolytica strain 1-29 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence
100% 98%
GQ418105.1
Uncultured Kluyvera sp. clone F4jun.18 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 98%
GQ418073.1
Uncultured Kluyvera sp. clone F4apr.32 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 98%
GQ418064.1
Uncultured Raoultella sp. clone F4apr.23 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 98%
GQ417620.1
Uncultured Kluyvera sp. clone F3feb.36 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 98%
GQ416155.1
Uncultured Klebsiella sp. clone F5jun.42 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 98%
GQ416151.1
Uncultured Klebsiella sp. clone F5jun.38 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 98%
GQ416139.1
Uncultured Klebsiella sp. clone F5jun.26 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 98%
FJ165548.1
Uncultured bacterium clone EAP_SON8_WH_49B 
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
100% 98%
EU337123.1





























































































































































Figura 27 - Variação nos Espectros de emissão e excitação de fluorescência da forma 
activa da Pvpp NB3L na presença de catiões e EDTA. Purificação pelo Método 2, 
redissolução em HCl 0.1 M e adição de tampão acetato 0.5 M pH 5.0, na presença de 
catiões e EDTA. λexc (activa) = 409 nm e λem (activa) = 470 nm. (A) Co2+; (B) Mg2+; (C) Ni2+; 
(D) Zn2+; (E) Mn2+; (F) Ca2+; (G) Ba2+. Sem adição de nenhum composto (preto); Adição de 
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Figura 28 - Variação nos Espectros de emissão e excitação de fluorescência da forma 
inactiva da Pvpp NB3L na presença de catiões e EDTA. Purificação pelo Método 2, 
redissolução em HCl 0.1 M e adição de tampão acetato 0.5 M pH 5.0, na presença de 
catiões e EDTA. λexc (inactiva) = 365 nm e λem (inactiva) = 435 nm.  (A) Al3+; (B) Co2+; (C) 
Fe3+; (D) Mg2+; (E) Cu2+; (F) Ni2+; (G) Zn2+; (H) Mn2+; (I) Na+; (J) Ca2+; (K) Ba2+ . Sem adição 
de nenhum composto (preto); Adição de EDTA (azul); Adição de um catião, consoante o 




Tabela 5 – Resultados do ensaio de solubilização da Pvpp NB3L purificada pelo Método 2.
Tipo de Solvente Solvente Fórmula Química Solubilização (S/N)






Ácido acético glacial CH3COOH S
Tampão Fosfatos 0.05 M pH 7.00 KH2PO4 N
Hidróxido de Sódio 1 M NaOH N
Ácido clorídrico 0.7 M HCl S
H2SO4 0.1 M H2SO4 S





Acetona CH3OCH3 NSolventes Polares Apróticos










Éter dietílico CH3CH2OCH2CH3 N
Solventes Apolares
Diclorometano CH2Cl2 N
Outros Propilenoglicol propil éter - N
Tabela 6 – Resumo de Pv’s Documentadas nas várias estirpes. P. - Pseudomonas; p – putida; f – fluorescens; ae – aeruginosa; au – aureofaciens; ap –
aptata; t – tolaasii; sy – syringae; ci – cichorii; ch – chlororaphis; rh – rhodesiae; m – marginalis; D- aminoácidos a negrito; L-aminoácidos sublinhados; a –alo; 










f CFBP 2392 Suc Lys-AcOHOrn-Gly-aThr-Thr-Gln-Gly-Ser-cOHOrn
(Beiderbeck et al. 1999)
Suca




(Boukhalfa et al. 2006)
Sucaae ATCC 15692
Suc






















Ser-Dab-AcOHOrn-Gln-Gly-AcOHOrn (Ruangviriyachai et al. 2001)





Suca (Bultreys et al. 2004)
sy 19310 -









(Barelmann et al. 2003)
Ps3a Suca (Fernandez et al. 2001)
au
u -

















Ser-Ala-AcOHOrn-c(Orn-Ser-AcOHOrn-Asp) (Fernandez et al. 2003)
- sp. 2908 Kgl Ser-Orn-tOHAsp-Ser-Ser-Ser-cOHOrn (Vossen and Taraz 1999)
p CFML 90-51 Mala Asp-Lys-tOHAsp-Ser-Gly-aThr-Lys-cOHOrn (Sultana et al. 2000)
f BTP2 Suca Ser-Val-tOHAsp-Gly-Thr-Ser-cOHOrn (Ongena et al. 2001)
DSM 50202/ 
589




Referenciado em (Kilz et al. 
1999)




Ser-Lys-FoOHOrn-c(Lys-Ser-Glu-FoOHOrn) (Weber et al. 2000)
f PL7 Suc Ser-AcOHOrn-Ala-Gly-aThr-Ala-cOHOrn
f PL8 Suc Lys-AcOHOrn-Ala-Gly-aThr-Ser-cOHOrn
(Barelmann et al. 2002)
M (Maksimova et al. 1994)
p
Pm
- 3 Thr, 2 Ser, 1 Lys, 1 OHAsp, 1 cOHOrn Referenciado em (Fuchs et 
al. 2001)
p BTP1 Glu Asp-Ala-Asp-AcOHOrn-Ser-cOHOrn (Jacques et al. 1995)
p CFML-90-33 Glu Asp-Lys-Thr-tOHAsp-Thr-aThr-cOHOrn (Sultana et al. 2001)
f CCUG 32456 Suca Ala-Lys-Gly-OHAsp-Gln-Dab-Ser-Ala-cOHOrn (Moll et al. 2008)
ch ATCC 9446 -










f 51W - Ala-Lys-Gly-Gly-OHAsp-Gln-Ser-Ala-Gly-aThr-cOHOrn
(Meyer et al. 1998; Schafer 
et al. 2006)
f D47 Suca Ser-Orn-FoOHOrn-c(Lys-FoOHOrn-Glu-Ser) (Schafer et al. 2006)




ae R - Ser-Dab-FoOHOrn-Gln-Gln-FoOHOrn-Gly
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
ae T II - Ser-FoOHOrn-Orn-Gly-aThr-Ser-cOHOrn
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
ap pI - Ala-Lys-Thr-Ser-AcOHOrn-cOHOrn
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
f Ps - Lys-OHAsp-Ala-aThr-Ala-cOHOrn
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
f I-III - Asn-FoOHOrn-Lys-c(Thr-Ala-Ala-FoOHOrn-Lys)
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
f GM - Ala-Lys-Gly-Gly-OHAsp-Gln-Ser-Ala-Ala-Ala-cOHOrn
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
f 12 - Ser-Lys-Gly-FoOHOrn-Ser-Ser-Gly-c(Lys-FoOHOrn-Glu-Ser)
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
f 2798 - Ser-Dab-Gly-Ser-OHAsp-Ala-Gly-Ala-Gly-cOHOrn
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
f 17400 - Ala-Lys-Gly-Gly-OHAsp-Gln-Dab-Ser-Ala-cOHOrn
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
f A225 - c(Ser-Ala-AcOHOrn-Gly-Ser-OHAsp-Ser-Thr)
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
f 1.3 - Ala-Lys-Gly-Gly-OHAsp-Gln-Dab-Gly-Ser-cOHOrn
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
f BTP7 - Ser-Ser-FoOHOrn-Ser-Ser-c(Ser-FoOHOrn-Lys-Lys)
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
p Pp 1,2 - Ser-Thr-Ser-Orn-OHAsp-Gln-Dab-Ser-aThr-cOHOrn
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
p BTP16 - Asp-BuOHOrn-Dab-aThr-Gly-Ser-Ser-aThr-OHAsp
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
p 39167 - Ser-Ala-AcOHOrn-Gly-Ala-OHAsp-c(Ser-Thr)
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
ae 15152 - 2 Arg, 2 Orn, 3 Ser, 3 Thr
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)




p 12633 - Asp-Lys-OHAsp-Ser-Thr-Ala-Glu-Ser-cOHOrn
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
Lys-Ser-Asp-Thr-Ala-Thr-OHAsp-Lys-cOHOrn
p WCS 358 -
Lys-OHAsp-Ser-Thr-Ala-aThr-Lys-Asp-cOHOrn
Referenciado em (Kilz et al. 
1999)
f CHA0 - Asp-FoOHOrn-Lys-c(Thr-Ala-Ala-FoOHOrn-Lys)
Referenciado em (Meyer 
2000)
f BTP9 - 5 Ser, 2 Lys, 2 FoOHOrn
Referenciado em (Ongena et 
al. 2002)
p BTP14 - 1 Thr,1 aThr, 2 Ser, 1 Gly, 1 Asx, 1 Glx, 1 Dab, 1 Orn
Referenciado em (Ongena et 
al. 2002)
f B10 - Lys-OHAsp-Ala-aThr-Ala-cOHOrn
Referenciado em (Fuchs et 
al. 2001)
ap 4a / SB8.3 - Ala-Lys-Thr-Ser-AcOHOrn-cOHOrn
Referenciado em (Fuchs et 
al. 2001)
- 2908 - Ser-Orn-OHAsp-Ser-Ser-Ser-cOHOrn
Referenciado em (Fuchs et 
al. 2001)
p 11370 - Asp-Lys-OHAsp-Ser-Ala-Ser-cOHOrn
Referenciado em (Fuchs et 
al. 2001)
ap 3b - Asp-c(AcOHOrn-Dab)-Thr-Ala-Thr-Thr-Gln-cOHOrn
Referenciado em (Fuchs et 
al. 2001)
- 1547 - Ser-Lys-Ala-AcOHOrn-Thr-Ala-Gly-Gln-Ala-Ser-Ser-cOHOrn
Referenciado em (Fuchs et 
al. 2001)
- 96-312 - Ser-Ser-FoOHOrn-c(Lys-FoOHOrn-Lys-Ser)
Referenciado em (Fuchs et 
al. 2001)
- 96-318 - Ser-Orn-FoOHOrn-Ser-Ser-c(Lys-FoOHOrn-Ser)
Referenciado em (Fuchs et 
al. 2001)
f PL9 / 7SR1 - Ser-AcOHOrn-Ala-Gly-Ser-c(Ser-OHAsp-Thr)
Referenciado em (Fuchs et 
al. 2001)
C





Referenciado em (Kilz et al. 
1999)




m G76 - Ser-Ser-FoOHOrn-Ser-Ser-c(Lys-FoOHOrn-Ser)
Referenciado em (Fuchs et 
al. 2001)
sy Ps - 1 Lys, 1 OHOrn, 3 Ser, 3 Thr
Referenciado em (Fuchs et 
al. 2001)
sy PSS - 2 OHAsp, 1 Lys, 2 Ser, 2 Thr
Referenciado em (Fuchs et 
al. 2001)
sy B301D - 2 OHAsp, 2 Ser, 2 Thr, 1 Lys (Bultreys and Gheysen 2000)
